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FESTE FORMEN VON ANTI-EGFR-ANTIKORPERN . 



Hintergrund der Erfindung 

5 

Die Erfindung betrifftfeste Formen von Antikorpern gegen den EGF- 
Rezeptor (EGFR), insbesondere Prazipitate und Kristalle von 
monoklonalen Antikorpern gegen den EGF-Rezeptor, besonders 
bevorzugt von Mab C225 (Cetuximab) und Mab h425 (EMD 72000), 

10 welche durch Auflosen oder Suspendieren In wSssrigem oder nicht- 
waGrigem Medium zu biolcgisch aktivem Antikorperprotein fQhren, 

^ erhaltlich durch Ausfallung, des in wassrigem Medium gelosten oder 
suspendierten Antikorpers und/oder einer seiner Varianten und/oder 

-15 Fragmente mittels eines Prazipitationsreagenz. Die Erfindung betrifft 
weiterhin pharmazeutische Zubereitungen enthaltend wenigstens eine 
feste Form obengenannter Antikorper in prSzipitierter nicht-kristalllner, 
prSzlpitierter kristalllner oder In geloster oder suspendierter Form, sowie 
gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe und/oder weltere 

20 

pharmazeutisclie Wirkstoffe, sowie ein Verfahren zur Herstellung 
erfindungsgemaSer fester Formen von anti-EGFR-Antlkorpern. 



Fortschrltte im Bereich der Blotechnologie machten es im Laufe der letzten 
^1^5 10 Jahre moglich eine Reihe von Proteinen zur pharmazeutischen 
Anwendung mittels rekombinanter DNA-Techniken herzustellen. 
Proteinarzneimittel wie monoklonale Antikorper finden ihre Anwendung 
beispielsweise in der Tumortherapie. z.B. zur spezifischen Immuntherapie 
3Q Oder Tumorvakzinierung. Tlierapeutische Protelne sind grower und 

komplexer als herk5mmliche organisclie und anorganische Wirkstoffe und 
sie weisen komplexe dreldimensionale Strukturen und zahlreiche 
funktionelle Gruppen auf, die die biologische Aktivitat des Proteins 
bedingen oder aucli unerwQnschte Wirkungen hervorrufen konnen. 
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Proteinarzneimittel sind wahrend Herstellung, Lagerung und Transport 
zahlreichen exogenen Einflussen ausgesetzt, die sich stabilitatsmindernd 
auf den Proteinwirkstoff auswirken konnen. Es ist daher erforderlich, die 
UrsacbeaundMechariisraen-der^pez-iellen-Abbau^^ 
studieren, urn z.B. durch Zusatz bestimnriter stabilisierender Hilfsstoffe das 
Protein stabilisieren zu konnen (siehe z.B. Manning M.C., Patel K., & 
Borchardt R.T. (1989) Stability of protein pliarmaceuticals. Pharm. Res. 6, 
903-918). 

Aus der Literatur sind zahlreiche Formulierungen therapeutischer Proteine 
bekannt Die Anforderungen an die Zusammensetzung einer 
pharmazeutischen Zubereitung von Proteinwirkstoffen konnen jedoch sehr 
unterschiedlich sein und im Allgemeinen ist es aufgrund speziflscher 
physikochennischer Eigenschaften und Abbaureaktionen der 
unterschiedlichen. Proteine nicht moglich, bereits etablierte 
Proteinformulierungen auf neue Protein-Wirkstoffe zu Qbertragen. Deshalb 
sind geeignete pharmazeutisclie Formuiierungen und stabile Formen 
dieser neuartigen Wirkstoffe noch immer eine groSe Herausforderung. 



Chemische Instabilltaten zeiclinen sich durch kovalente Modifikationen 
des Proteins aus. Die Prinnarstruktur des Proteins andert sich durch Bruch, 
Neuaufbau oder Umbildung chemischer BIndungen. Die neu entstandene 
Substanz unterscheidet sich in der Regel in der biologischen Aktivitat 
komplett von den) ursprunglichen, nativen Protein. Physikalische 
Instabilitaten verandern die raumliche Anordnung des MolekQls (die 
Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur), ohne kovalente Bindungen zu 
zerstSren. Man kann sie in Denaturierung, Assoziation, Aggregation, 
PrSzipitation oder Adsorption unterteilen. Physikalische Instabilitaten sind 
insbesondere bei grSSeren Proteinen ein h§ufiges Phanomen. PrSzipitate 
sind das makroskopisch sichtbare Aquivalent von Aggregaten und 
entstehen mechanistisch durch Cluster von Aggregaten oder Assoziaten. 
Durch Oberschreitung der LSslichkeitsgrenze und Ausfallung 
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(Prazipitation) warden die Fiocken ab einem Durchmesser von ca. 10 jjm 
durch ein Lichtmikroskop und ab ca. 50 ym visuell sichtbar. Die 
Proteinaggregation kann ein reversibler oder irreversibler Prozess sein 
(siehe z.B. Cleland J.L.. Powell M.F, & Shire S J. (1993) Tlie .deyejopment 
of stable protein formulations: A close look at protein aggregation, 
deamidation, and oxidation. Grit Rev. Ther, Drug Carrier Syst. 10, 307- 
377). 



10 In bisiieriger Literatur wird zwar die Prazipitation von Proteinen mit Salzen, 
Polymeren und organischen Losungsrnltteln als Standardmethode zur 
Aufreinigung von Proteinen beschrieben (Scopes R.K. (1997) Separation 
by Precipitation; In: Protein Purification: Principles and Practice (ed 
Scopes R.K.), 2 edn, pp. 41-71, Springer Verlag, New York), allerdings 
fuhrt die Anwendung dieser Methode besonders bei Immunglobulinen 
zumeist zu einer Denaturierung, zu einer damit verbundenen 
Aktivitatsminderung und zu schlecliten quantitativen Ausbeuten, 
insbesondere bei Verwendung von Salzen und organischen 
Losungsmittein (Phillips A.P.. Martin K.L., & Morton W.H. (1984) The 
choice of methods for immunoglobulin IgG purification: Yield and purity of 
antibody activity. Journal of Immunological Methods 74, 385-393). Bei 
Verwendung von Polyethylenglycol (PEG) werden dagegen bessere 
Ergebnisse erzielt (A. Poison, G. M. Potgieter, J. F. Largier, and G. E. F. 
Joubert F. J. Mears. The Fractionation of Protein IVIixtures by linear 
Polymers of High Molecular Weight Biochim. Biophys. Acta 82:463-475, 
1964), 
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Proteinkristalle sind aus den Aufreinigungsverfahren (Down Stream 
Processing) vorzugsweise von Enzymen und zur Auflklarung der 
Tertiarstruktur von Proteinen mittels Rontgenstrukturanalyse bekannt (R, 
K. Scopes. Analysis for purity: Crystallization. In: Protein Purification: 
Principles and Practice, edited by R. K. Scopes, New York:Springer 
Verlag, 1997, p. 284-301). Hierbei kommt es zur Bildung neuer geordneter, 
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intermolekularer Kontakte zwischen Proteinen. Es handelt sich um einen 
langsamen Prozess, mit reduzierter Mobilitat. Die Konzentration des in 
Ldsung befindlichen Proteins wird dabei vermlndert. 

In der Literatur wird zwar die Kristallisation von Proteinen mit Salzen, 
Polymeren und organisclien LSsungsmitteIn als Standardmethode zur 
Strulcturaufklarung von Immunglobulinen beschrieben (Harris L.J., 
Skaletsky E.. & McPlierson A. (1995) Crystallization of Intact Monoclonal 
Antibodies. Proteins: Structure, Function, and Genetics 23, 285-289; 
Harris L.J., Skaletsky E., & McPherson A. (1998) Crystallographic 
Structure of an Intact lgG1 Monoclonal Antibody. Journal of Molecular 
Biology 275, 861-872; Edmundson A.B., Guddat LW., & Andersen K.N. 
(1993) Crystal Structures of intact IgG antibodies. ImmunoMethods 3, 197- 
210), allerdings gestaltet sich die Kristallisation von intakten, 
beispielsweise glykosylierten AntikOrpem auSerst schwierig, da die Grofle 
des Proteins, das unterschiedliche Glykosylierungsmuster der einzelnen 
AntikdrpermolekQle und die damit verbundenen Mikroheterogenitaten 
sowie die stmkturelle Flexibilitat des Immunoglobulins den geordneten 
Einbau in ein Kristallgitter erschweren Oder gar verhindern (McPherson A. 
(1999) Crystallization of Biological Macromolecules, 1 edn. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press. New York). AuBerdem zeigen 
AntikorpermolekUle eine Tendenz zur Aggregation, was ebenfalls groSe 
Schwierigkeiten bei der Kristallisation bereitet (McPherson A. (1999) 
Crystallization of Biological Macromolecules, 1 edn. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, New York). DarQber hinaus macht die Gefahr der 
Denaturierung der Antikorper im Rahmen des Kristallisationsvorgangs die 
Kristallisation von therapeutischen AntikSrpern fDr den Fachmann 
unattraktiv. So wurden bisher erst wenige intakte Antikorper zur 
Strukturaufkiarung kristallisiert bzw. erst drei Antikorper In prSperatlvem 
Malistab kristallisiert. So handelt es sich bei den in der Biological 
Macromolecule Crystallization Database ^Gilllland, G.L., Tung, M., 
Blakeslee. D.M. and Ladner, J. 1994. The Biological Macromolecule 
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Crystallization Database, Version 3.0: New Features, Data, and the NASA 
Archive for Protein Crystal Growth Data. Acta Crystallogr. D50 408-413.) 
aufgelisteten, bereits kristallisierten Immunglobulinen hauptsachllch um 
Fab unci Fc Fcagmenta. 

5 

In der WO02072636 werden Antikorper-Kristalle beschrieben. die jedoch 
in einem aufwendigen Verfahren mit Aninnpfen und unter Verwendung von 
in pharmazeutischeh Fonnulierungen moglichstzu vermeidenden 
1 0 Detergenzien und z.T. toxikologisch bedenkliche Hilfsstoffe hergestellt 

werden. AuGerdem ist in dem beschriebenen Verfahren die PartikeigroRe 
nicht kontrollierbar. In einem Kontrollversuch (siehe Beispiel 8) konnte 
gezelgt werden, dass nnit dem in der WO02072636 beschriebenen 
Verfahren sowohl aus der Proteinlosung als auch aus der Negativkontrolia 
(ohne Protein) die beschriebenen nadelformigen Kristalle erhaiten werden. 
Daraus wird deutlich, dass es sich hier vermutlich allenfails um 
Proteineinschlusse in Kristalle des Prazipitatlonsreagenzes handelt 

20 

Aus obengenannten Grunden wird klar, dass sich die Kristallisatlon von 
Antikorpern fur den Fachmann ais auSerst schwierig darstellt und sich aus 
der Literatur bekannte Kristailisationsverfahren aufgrund der gro&en 
Heterogenitat der verschiedenen bekannten Antikorper bezQglich PrimSr-, 
Sekundar- und Tertiarstruktur. Glykosyllerung und struktureller Flexibilitat 
nicht auf alle bekannten AntikOrper Obertragen lassen. Ebenso war es aus 
obengenannten Grunden flir den Fachmann unattraktiv, Prazipitate von 
therapeutischen AntikSrpern herzustellen, da insbesondere mit einer 
irreversiblen Denaturierung zu rechnen war. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, stabile Formen, 
beispielsweise Prazipitate ode Kristalle fQr therapeutische Proteine, 
insbesondere Antikorper, zufinden, so dass bei Herstellung, Lagerung. 
Transport und Applikation deren Wirksamkeit erhaiten bleibt. Da sich wie 
oben erwahnt bereits etablierte Proteinformullerungen im Allgemeinen 
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nicht auf neue Protein-Wirkstoffe ubertragen lassen, war es eine weitere 
Aufgabe der vorliegenden Erfindung, neue stabile Formulierungen fQr 
monoklonale Antikorper gegen den EGF-Rezeptor, beispielsweise Mab 
C225 (CetuximabJ und Mab h425XEMD 72000).,. zy finden. FormuJiemngea 
^ enthaltend Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 (EMD 72000) sind zwar 
aus der WO03053465 und aus der WO03007988 bekannt Jedoch weisen 
die aus der WO03053465 bekannten Formulierungen eine relativ geringe 
Proteinkonzentration auf und sie sind langfristig bei Raumtemperatur nicht 
10 stabil und die aus der WO03007988 bekannten Formulierungen weisen 

ebenfalls eine relativ geringe Proteinkonzentration auf und die Zubereitung 
(Lyophilisat) muss vor Anwendung noch rekonstituiert werden. Folglich war 
es eine weitere Aufgabe der vorliegende Erfindung, eine stabile 
pharmazeutische Zubereitung zu finden, die eine holie Konzentration 
obengenannter Antikorper aufweist. 
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Der Prozess der Lyophilisierung zur Stabilisierung von 
Proteinformulierungen ist beispielsweise aus der WO9300807 oder 
W09822136 bekannt, jedocii bestehen signifikante Nachteiie von 
iyophilisierten Zubereitungen darin, dass der Anwender das Lyophilisat vor 
Anwendung noch rekonstituieren muss, was eine erhebliche Fehlerquelle 
bei der Zubereitung vor der Anwendung darstellt Da ein weiterer 
Herstellungsprozess im Vergleich zu flQssigen Formulierungen 
hinzukommt, ist der Prozess hinsichtlich zusatzlichem Aufwand fur 
Prozessentwicklung (Gewahrlelstung der Stabilitat bei der Lyophilisierung), 
. Hersteliung (Herstellungskosten und -dauer) und z.B. Validlerung ' 
ungunstig. 

Somit war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung. feste Formen und 
Formulierungen fur o.bengenannte Antikorper zu finden, die eine erhohte 
Stabilitat gegenuber Stressbedingungen, wie erhohter Temperatur, 
Luftfeuchtigkeit und/oder Scherkraften aufweisen und keine toxikologisch 
bedenklichen Hilfsstoffe enthalten. 
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Zusammenfassung der Erfindung 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass sich feste Fd^rmen-- 

obengenannter Antikorper hersteMn.Iasse.n uod diese festen Formen-und. 
'5 - . - - 

daraus hergestellte Formulierungen nicht die im Stand der Technik 

genannten Nachteile aufweisen. Die nachfolgend beschriebenen 

erfindungsgemal5e.n fasten Fornnen von anti-EGFR-Antikorpern und/oder 

die daraus hergestellten Formulierungen zefchnen sich 

10 Oberraschenderweise durch einen oder mehrere Vortelle aus, ausgewahit 

unter: hohe Stabilitat, kontrollierbare PartikelgrQSe, Protein nach 

Wiederauflosung oder Resuspension nativ und biologisch aktiv, hohe 

Reinheit, Abwesenheit pharmazeutisch bedenklicher Agenzien und damit 

^5 hohe Sicherheit gute Vertraglichkeit und Moglichkeit der direkten 

Verwendung, geringe Aggregationstendenz und damit die Moglichkeit 

hochkonzentrierte Formulierungen herzustellen und bei Formulierung als 

Proteinsuspension eine im Vergleich zu einer Losung geringe Viskositat. 

Das nachfolgend beschriebene erfindungsgemafie Hersteiiungsverfahren 

zeichnet sich Oberraschenderweise durch einen oder mehrere Vorteile 

aus, ausgewahit unter: Einfachheit, Zeit- und Kostenersparnis, 

Venwendung pharmazeutisch unbedenklicher Agenzien, hohe Ausbeute. 

Das erfindungsgemSfie Verfahren ist somit in der DurchfQhrung 

vorzugsweise wesentlich einfacher, zeitsparender und kosteneffektiver als 

die in der Literatur beschriebenen Techniken, da nur die Zugabe eines 

einzelnen PrSzipitationsreagenzes notwendig ist . 



20 



3Q Zudem erfolgt die Zugabe des Prazipitationsreagenzes zu einer Losung 
des Antikorpers in einem geeigneten Puffersystem, d.h. es ist keine 
Stabilisierung der Reaktionslosungen durch weitere Hilfsstoffe, wie z.B. 
Detergenzien notwendig. Die Verwendung von Detergenzien in 
Zubereitungen zur parenteralen Anwendung istgenerell zu vermeiden 
bzw, zu minimieren, da von ihnen ein nicht unerhebliches toxisches und 



35 
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immunogenes Potential ausgeht (Sweetana S. & Akers M.J. (1996) 
Solubility principles and practices for parenteral drug dosage form 
development. PDA J. Pharm. Sci. TechnoL 50, 330-342) und sie auch zur 
Veranderuoa der Sekundanstnuktur v.on.Froteinen..fQhren -konnen. (A/er-meer 

5 

A.W.P. & Norde W. (2000) The influence of the binding of low molecular 
weight surfactants on the thermal stability and secondary structure of IgG. 
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 161. 
139-150). So konnen die erhaltenen festen Formen von anti-EGFR- 
1 0 Antikorpern direkt in Arzneimittein verwendet werden, ein weitere 

Reinigung zum Entfernen pharmakologisch bedenklicher Agenzien ist nicht 
notwendig. Die in der WO02072636 erhaltenen Kristalle mussen dagegen 
in einem aufwendigen Verfahren von pharmakologisch bedenklichen 
Agenzien, beispielsweise CHES, Imidazol, Tris, Mangan(ll)-chlorid, 
Zink(ll)-Chlond, Kupfer(II)-sulfat, 2-PropanoI, 2-Methoyl-2,4-pentandiol, 
von HEPES, Lithiumsulfat, Ethoxyethanoi oder Detergenzien wie 
Polysorbat 80 oder 20 gereinigt warden bzw. es ist gar nicht moglich 
vorstehend genannte, bedenkliche Agenzien vollstandig zu entfernen. 
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Oberraschenderweise wurde gefunden, dass vorzugswelse stabile feste 
Formen erhalten werden, wenn Antlkerper gegen den EGF-Rezeptor (anti- 
EGFRrAntikorper), bevorzugt monoklonale anti-EGFR-Antikorper» 
besonders bevorzugt Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 (EMD 
72000), mithilfe bestimmter Prazipitationsreagenzien, ausgewahit unter 
Polymeren, vorzugsweise Polyethylenglycol (PEG), Salzen, vorzugswelse 
Ammoniumsulfat oder organischen Losungsmittein, vorzugsweise Ethanol, 
Oder deren Mischungen, in Gegenwart eines geeigneten Puffers, bei 
geeignetem pH-Wert und geeigneter Temperatur inkubiert werden. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass die mit erfindungsgemaBen 
Verfahren erhaltenen festen Formen von anti-EGFR-Antikorpern. 
bevorzugt von monoklonalen anti-EGFR-Antikorpern. besonders bevorzugt 
von Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 (EMD 72000) und/oder deren 
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Varianten oder Fragmenten, vorzugsweise nach Wiederauflosung nativ 
sind und vorzugsweise in einer hohen Ausbeute erhalten werden. 

Gegenstand. d.er.Enfind.ung.sjnd-deshaIb4este.-F.oiTnen-von anti-EGFR- 
^ Antikorpern und/oder deren Varianten Oder Fragmenten, welche durch 

Aufiosen oder Suspendieren In wassrigem Medium zu biologlsch aktivem 
Antikorperprotein fuhren, erhaitllch durch Ausfailung des in wSssrigem 
Medium geldsten oder suspendierten Antikorpers und/oder einer seiner 
10 Varianten und/oder Fragmente mittels eines PrSzipitationsreagenzes, 
ausgewahit unter Polymeren, vorzugsweise Polyethylenglycol (PEG), 
Salzen, vorzugsweise Ammoniumsulfat, oder organisclien LSsungsmitteln, 
vorzugsweise Ethanol, oder deren IVIiscliungen, in Gegenwart eines 
geeigneten Puffers, bei geeignetem pH-Wert und geeigneter Temperatur. 

Feste Formen von anti-EGFR-Antikoroern: 

Unter erfindungsgemaiien festen Formen eines anti-EGFR-Antikorpers 
verstelit man vorzugsweise PrSzipitate oder Kristalle, welclie durch 
Aufiosen oder Suspendieren in wSssrlgem oder nicht-waiSrigem l\/ledium 
zu biologisch aktivem Antikerper fUhren. 

ErfindungsgemaSe feste Formen werden durch Ausfailen des in einem 
wassrigen l\^edium geiasten oder suspendierten AntikSrpers gemSB 
125 untenstehend beschriebenen Verfahren erhalten. Die erfindungsgemaRen 
festen Formen kOnnen Im Bereich von Mm und nm liegen. 



30 



Prazipitate: 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung versteht man unter PrSzipitaten 
feste Formen in amorpher nicht-kristalliner Struktur oder Aggregatlons- 
und Assoziatlonszustande. 



35 



Kristalle: 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung versteht man unter Kristallen feste 
Formen in kristalliner Struktur. 
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Kristalline Strukturen lassen sich mit untenstehenden Verfahren 
nachweisen. 

.prazipitiert: U nter prazipitiert veFsteht-man man- im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung erfindungsgemaUe feste Formen in ausgefallter 
Form, d.h. je nach Verfahrenbedingungen In Form eines PrSzipitats Oder 
eines Kristalls. 

10 prazipitiert kristallin: Unter prazipitiert kristallin oder kristallin versteht man 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung erfindungsgemaUe feste Formen 
in geordneter kristalliner Struktur. 

prazipitiert nicht-kristaliin: Unter prazipitiert nicht-kristallin versteht man im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung erfindungsgemaUe feste Formen in 
amorpher nicht-kristaillne Strukturen oder Aggregations-und 
Assoziationszustande. 
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gelost: Unter geloster Form versteht man im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung erfindungsgemaSe feste Fomien die in einer 
erfindungsgemalien LOsung gelost bzw. wiederaufgelost vorliegen. 

suspendiert: Unter suspendlerter Form versteht man erflndungsgemSBe 
feste Formen die in einer erfindungsgemaSen Losung suspendiert bzw. 
resuspendiert vorliegen. 



Als .. wassriaes Medium" im Rahmen der Erfindung werden Wasser oder 
Gemische von Wasser mit geeigneten inerten L6sungsmitteln und anderen 
In Beispiel 1 genannten Agenzien verstanden, wie beispielsweise Puffer, 
Stabilisatoren oder Hllfsstoffe, mit der Eigenschaft, dass 
erfindungsgemSBe wassrige Medien allein nicht zur Ausfallung oder 
Kristallisatlon des Antikorpers fiihren, sondern eine Ausfallung oder 
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Kristallisation erst durch Zusatz von erfindungsgemaSen 
Prazipitationsreagenzien erfolgt. 

Als ^nicht-wassrjg.e.s Medium." jm-Rahcnen dep-Epfrndung- werden 0le lader 
Gemische von Oien mit Wasser oder anderen geeigneten inerten 
LSsungsmitteIn und anderen In Beispiel 1 genannten Agenzien 
verstanden, wie beispielsweise Stabilisatoren oder Hilfsstoffe, mit der 
Elgenschaft, dass erfindungsgemaBe nicht-wassrige Medien allein nicht 
1 0 zur Ausfallung oder Kristallisation des Antikdrpers fuhren, sondern eine 
Ausfallung oder Kristallisation erst durch Zusatz von erfindungsgemaRen 
Prazipitationsreagenzien erfolgt. 

Bezuglich der erfindungsgemaBen anti-EGFR-Antikorper und im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung, versteht man unter „biologisch aktiv", "nativ" 
und ..wirksam", dass erfindungsgemaBe anti-EGFR-Antik6rper auch nach 
OberfQhrung in erfindungsgemaBe feste Formen und anschlleBender 
Wiederauflosung oder Resuspension ihre biolbglsche WIrkung ausQben 
kSnnen, insbesondere die BIndung an EGFR, Inhibition der Bindung von 
LIganden, insbesondere EGF, an den EGFR, Modulation, Insbesondere 
Inhibition der EGFR-vermittelten Signaltransduktion und Prophylaxe oder 
Therapie von EGFR-vermittelten Erkrankungen. 
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insbesondere eine unproblematische Herstellung von Kristallen von 
erfindungsgemaSen anti-EGFR-AntikSrpern wardeshalb nicht zu erwarten, 
da Antikorper im Allgemelnen eine starke Tendenz zur Aggregation 
aufweisen. was den geordneten Einbau in ein Kristallgitter erschvi/ert oder 
gar verhindert (McPhersonA. (1999) Crystallization of Biological 
Macromolecules, 1 edn. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York). 
Trotz der for den Fachmann zu enwartenden Schwierigkeiten bei der 
Kristallisation erfindungsgemaSer Antikorper aufgrund der obengenannten 
Inhomogenitat bezOgllch Proteinstruktur, Glykosylierung und struktureller 
segmentaler Flexibilitat auch innerhalb einer Antlkorper-Spezies, werden 
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uberraschenderweise mit erfindungsgemalSen Verfahren ausgezeichnete 
Ergebnisse erzielt 

Die hohe Stabilitat der erhaltenen. Kristalle epfinduRgsgemaBer Antikorper 

5" * 

ist auch dadurch gekennzeichnet, dass es weder zur VerSnderung der 
Partikelform und des PartikelgroSenspektrums, was als krltisch im Hinblick 
auf immunogene Nebenwirkungen anzusehen ware, noch zu 
Veranderungen in der Primarstruktur oder Sekundarstruktur des Proteins 
10 kommt Das erfindungsgemaBe Verfahren bietet somit den Vorteil, dass 
vorzugsweise die PartikelgroRe der erhaitenen Kristalle kontroliierbar ist 
und vorzugsweise stabile dreidimensionaie Kristalle erhalten werden. Die 
KristailgroBe kann im Bereich von und nm liegen. 



15 



20 



30 



anti'EGFR-Antikorper: ErfindungsgemaBe anti-EGFR-Antikorper sind 
vorzugsweise monoklonal und muriner oder humaner Herkunft, besonders 
bevorzugt sind sie muriner Herkunft und cliimar oder liumanislert. Bei dem 
gegen den Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) 
gerichteten Antikorper handelt es sich besonders bevorzugt urn Mab C225 
(Cetuximab) oder Mab Ii425 (EMD 72000) und/oder deren Varianten oder 
Fragmente. Weitere gegen den EGFR gerichtete AntikSrper sind z.B. In 
der EP0586002 sowie in J. Natl. Cancer Inst. 1993, 85: 27-33 (Mab 528) 
besclirieben. 

Mab C225 (Cetuximab. Erbitux™): Mab C225 (Cetuximab) ist ein klinisch 
erprobter Antikorper, der an den EGF-Rezeptor bindet. Mab C225 
(Cetuximab) ist ein cliimarer Antikorper, dessen variable Regionen 
murinen und dessen konstante Regionen humanen Ursprungs sind. Er 
wurde erstmals von Naramura et al., Cancer Immunol. Immunotherapy 
1993, 37: 343-349 sowie in WO 96/40210 Al beschrieben. 



35 



Mab h425 (EMD 72000): Mab h425 (EMD 72000) ist ein humanisierter 
monoklonaler AntikSrper (Mab), der aus dem murinen anti-EGFR- 
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Antikorper 425 (Mab 425) erhalten wurde (EP0531472). Der murine 
monoklonale Antikorper Mab 425 wurde in der humanen Karzinomzelllinie 
A431 entwickelt, da er hier an ein extrazellulares Epitop des epidernnalen 
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR).bjnAet. Es wurde gefundeov dass er-die 
Bindung von EGF inhibiert (Murthy et aL, 1987). Erhohte Expression von 
EGFR wird in malignen Geweben aus unterschledlichen Quellen 
gefunden, so dass Mab 425 ein mogliclier Wirkstoff zur Diagnose und 
therapeutischen Behandlung von humanen Tumoren ist. So wurde 
1 0 gefunden, dass Mab 425 in vitro Tumorzytotoxizitat vermittelt und in vitro 
das Tumorwachstum von Zellinien epidermoider und colorektaler 
Karzinome unterdruckt (Rodeck et al., 1987). AuSerdem konnte gezeigt 
werden, dass Mab 425 an Xenografts von humanen malignen Gliomen in 
Mausen bindet (Takahashi et a!., 1987). Seine humanisierten und 
chlmaren Formen sind z.B. aus EP0531472; Kettleborough et aL, Protein 
Engineering 1991, 4: 773-783; Bier et aL, Cancer Chemother PharmacoL 
2001, 47: 519-524; Bier et aL, Cancer Immunol. Immunother. 1998. 46: 
167-173 bekannt. Mab h425 (EMD 72000) Ist dabei ein in der klinischen 
Phase l/ll befindllcher humanlslerter Antikorper (h425), dessen konstanter 
Bereich sich aus einer k und einer humanen y-l-Kette zusammensetzt 
(EP0531472). 



20 



Humane anti-EGFR-Antikorper konnen nach der XenoMouse-Technologie 
bereitgestellt werden, wie in der W091 10741 , WO9402602, W09633735 
beschrieben, Ein gemaS dieser Technologie hergestellter, in der klinischen 
Erprobung befindlicher Antikorper ist beispielsweise auch ABX-EGF 
3Q {Abgenix, Crit. Rev. OncoL Hematol. 2001. 38: 17-23; Cancer Research 
1999,59:1236-43). 



35 



AntikSrper: Antikorper oder Immunglobulln wird im Rahmen der 
vorllegenden Erfindung im breitesten Umfang verwendet und betrifft 
insbesondere polyklonale Antikorper und multispezifische Antikorper (z.B. 
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bispezifische Antikorper) und besonders bevorzugt intakte monoklonale 
Antikorper (Mab), die biologisch wirksam sind, sowie deren Varianten und 
Fragmente. Es sInd auch Heteroantikorper, die aus zwei oder mehreren 
AntikSrpern pd_er d.e.i:en .F.nagm.e.n.ten..b.estehen..und/odeF versehiedene 
^ Bindungsspezifitaten aufweisen und miteinanderverbunden sind, umfasst. 
In Abhangigkeit von der Aminosauresequenz ilirer konstanten Reglonen 
konnen AntikSrper verschiedenen „Antik6rper- (Immunglobulln-) Klassen 
zugeordnet werden: IgA, IgD, IgE, IgG und IglVI. Melirere davon konnen 
10 waiter in Subklassen (Isotypen) unterteilt werden, beisplelsweise lgG1 , 
lgG2, igG3, lgG4, IgAI und lgA2. Antik6rper liaben gewolnniicii ein 
iVlolekulargewicht von etwa 150 kDa, bestehen aus zwei identlschen 
leichten Ketten (L) und zwei identischen scliweren Ketten (H). Monokonale 
Antikorper werden aus einer Population Inomogener Zellen erhalten. Sie 
sind liochspezifiscli und gegen ein einziges Epitop gericlntet, walirend 
polyklonale AntlkQrper verschiedene Antikorper umfassen, die gegen 
unterschiedliche Epitope gerichtet sind. Verfahren zur Hersteilung 
monoklonaler Antikorper umfassen beispielsweise die von Kohler und 
Milstein (Nature 256, 495 (1975)) und in Burdon et ah, (1985) "Monoclonal 
Antibody Technology, The Production and Characterization of Rodent and 
Human Hybridomas", Eds, Laboratory Techniques in Biochemistry and 
Molecular Biology, Volume 13, Elsevier Science Publishers, Amsterdam 
l25 beschriebene Hybridommethode. Sle konnen insbesondere durch 

bekannte rekombinante DNA-Techniken hergestellt werden (siehe z.B. 
US4816567). Monoklonale Antikorper konnen auch aus 
Phagenantikorperbibliotheken isoliert werden beispielsweise mithilfe der in 
Clackson et ai. (Nature, 352:624-628 (1991)) und Marks et al. (J. Mol. 
Biol., 222:58, 1-597(1991)) beschriebenen Techniken. 

Varianten und Fraamente: Bei Varianten (Muteine) von Antikflrpern 
handelt es sich um struktun/enwandte Proteine, beispielsweise solche, die 
durch Modifikation der Primarsequenz (Aminosauresequenz). durch 
Glycoenglneering (Varianten der Glykosylierungsstellen bzw-strukturen. 
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. auch deglykosylierte Proteine), durch PEGylierung, durch Herstellung in 
modifizlerten Wirtszellen oder durch andere Techniken erhalten werden 
konnen. ErfindungsgemaBe Varianten sind hierbei nicht auf die 
vorstehendjen BeJspieJe b.es.chrankt,. sondern umfa&seR -alle-dem 

5 

Fachmann bekannten Varianten erfindungsgemaSer AntikSrper. 
Bei Fragmenten (Teilsegmenten) von Antikorpern handelt es sich um 
Spaltungsprodukte von Antikorpern, die beisplelswelse durch limitierte 
enzymatische Verdauung mithilfe von Papain, Pepsin und Plasmin oder 
10 durch gentechnische Herstellung der Teilsegmente gewonnen werden. 
Typische Teilsegmente sind beispielsweise das bivafente F(ab')2- 
Fragment, das monovatente Fab-Fragment sowie das Fc-Fragment. 
(Lottspeich F. , H. Zorbas (ed.). Bioanalytik, Heidelberg; Berlin: Spektrum 
Akademischer Verlag GmbH, (1998) pp.1035). ErfindungsgemaBe 
Fragmente sind hierbei nicht auf die vorstehenden Beispiele beschrankt. 
sondern umfassen alle dem Fachmann bekannten Fragmente 
erfindungsgemaSer Antikorper. 



15 
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30 
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Pharmazeutische Zubereituna: Die Begriffe pharmazeutische Formullerung 
und pharmazeutische Zubereitung werden im Rahman der vorliegenden 
Erfindung als Synonyme verwendet. 

WIe hier verwendet bezieht sich ..pharmazeutisch vertrSglich" auf 
Arzneimittel, Prazipitationsreagezien, Tragerstoffe, Hilfsstoffe, 
Stabilisatoren, Losungsmlttel und sonstige Agenzien, die die 
Verabreichung der daraus erhaltenen pharmazeutischen Zubereitungen 
ohne unerwUnschte physiologische Nebenwirkungen, wie Obeli<eit, 
Schwindel, Verdauungsprobieme o.a. an ein Saugetier erm5glichen . 

Bei pharmazeutischen Zubereitungen zur parenteralen Verabreichung 
besteht die Forderung nach Isotonie, Euhydrie sowie nach VertrSglichkeit 
und Sicherheit der Formulierung (geringe Toxizitat), der eingesetzten 
Hilfsstoffe und des Primirpackmittels. Oberraschenderweise haben 
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erfindungsgema(3.e feste Formen von anti-EGFR-Antikorpern vorzugsweise 
den Vorteil, dass eine direkte Verwendung moglich ist, da als 
Pr§zipitationsreagenzien physiologisch unbedenkliche Agenzien 
verwendetwecden und vop Verwend ting-der erfindungsgemaE-en- festeir 
Formen in pharmazeutischen Formulierungen somit keine weiteren 
Reinlgungsschritte zum Entfemen toxikologisch bedenkficher Agenzien, 
wie beisplelsweise hohe Konzentrationen organischer Losungsmittel oder 
anderer toxikologiscli bedenklicher Hilfsstoffe, erforderlich sind. Somit ist 
1 0 die Herstellung erfindungsgemaSer fester Formen von antl-EGFR- 

Antikorpern bei vorzugsweise gleiclnzeitig lioher Ausbeute an nativem und 
pharmazeutiscli unbedenklicliem Protein holier Reinlieit, vorzugsweise 
einfacli, zeitsparend und kostengQnstig. 



15 



20 



30 



Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch ein Verfahren zur Herstellung 
einerfesten Form eines erfindungsgemaBen antl-EGFR-Antikorpers 
und/oder einer seiner Varianten und/oder Fragmente, welche durch 
Auflosen oder Suspendieren in wassrigenn Medium zu biologisch aktivem 
Antikorperprotein fQhrt. dadurch gekennzeichnet. dass der in wassriger 
L5sung geldste oder suspendierte AntikSrper und/oder seine Varianten 
und/oder Fragmente durch ein Prazipitationsreagenz ausgefSIlt werden 
und das Ausfallungsprodukt abgetrennt wird. Als Prazipitationsreagenzien 
werden im erRndungsgemaBen Verfahren vorzugsweise Polymere, 
besonders bevorzugt Polyethylengiycol (PEG), Saize, besonders 
bevorzugt Ammoniumsulfat, oder organische Losungsmittel, besonders 
bevorzugt Etlianol verwendet. 



Eine erflndungsgem§ISe feste Form eines anti-EGFR-Antikorpers kann 
hergestellt werden, indem einer Lasung, die erfindungsgemaSe AntikSrper 
entlialt, die In Beispiel 1 genannten erfindungsgemSRen 
Prazipitationsreagenzien, vorzugsweise Polymere, wie besonders 
bevorzugt Polyethylenglykol (PEG) In einer Konzentratlon von 0,1 bis 99,9 
% (w/v). mit einem durclischnittllchen Molekulargewlcht von 200 - 80.000, 
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bevorzugt 400 bis 20.000, besonders bevorzugt 400 - 8.000; Saize, wie 
besonders bevorzugt Ammoniumsulfat in einer Konzentration von 0,1 -4,5 
M, Natriumacetat-Trihydrat in einer Konzentration von 0,1 -4,6 M, tri- 
Natrlurocitrat Dibydrat in. einer KonzentFation von 0, 1 — 1 ,5 M , 
^ Kaliumphosphat in einer Konzentration von 0,1 - 1,2 M, Kaliunnchlorid in 
einer Konzentration von 0,1 bis 4,7 M, Natrlumcliiorid in einer 
Konzentration von 0,1 bis 6,1 M, dl-Kaliumiiydrogenphosphat in einer 
Konzentration von 0,1 bis 3,0 M, dl-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat In 
10 einer Konzentration von 0,1 bis 0,6 M oder organische Losungsmittel, wie 
besonders bevorzugt Ethanol in einer Konzentration von 0,1 -99,9% (v/v), 
oderderen Mischungen, sowie Hilfsstoffe, Puffer und/oder Stabilisatoren in 
einer Batcli-Methode zugefugt werden und das Gemisch bei in Beispiel 1 
genannten pH-Werten und Temperaturen inkubiert wird. 
ZweckmaSigerweise wird hierzu einer Losung mit einer definierten 
Konzentration an EGFR-Antikorper (0,01 bis 150 mg/ml, bevorzugt 2 bis 
100 mg/ml, besonders bevorzugt ca. 5-20 mg/ml), wie sie bei dessen 
Herstellung gewonnen wird, mit definierten Volumina an Stammlosungen. 
die die in Beispiel 1 genannten PrSzipitatlonsreagenzien, Hilfsstoffe, Puffer 
und/oder Stabilisatoren in deflnierter Konzentration enthalten, versetzt und 
gegebenenfalls mit Wasser oder Puffer (beispielsweise Citrat oder 
Phosphatpuffer. in einer Konzentration von ImM bis 200 mM, bevorzugt 2 
bis 20mM, besonders bevorzugt ca. 10 mM; auch unter Zusatz von 
Isotonisierungsmittein wie beispielsweise Kaliumchlorid, Natriumchlorid in 
einer Konzentration von 1 - 1000 mM, bevorzugt 40 mM - 310 mM) auf die 
vorberechnete Konzentration verdunnt Alternativ konnen 
erfindungsgemalie PrSzipitationsreagenzien, Hilfsstoffe, Puffer und 
Stabilisatoren auch in fester Form zugesetzt werden. Liegt der Antikorper 
- selbst in festem Aggregatszustand vor, beispielsweise als Lyophilisat, 
konnen die erfindungsgemaSen festen Formen von anti-EGFR-Antikorpern 
hergestellt werden. indem erflndungsgem§Be Antikorper zunachst in 
Wasser oder in einer einen oder mehrere weitere Inhaltsstoffe 
enthaltenden wassrigen Losung gel6st werden und anschlieUend mit 
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definierten Volumina an Stammlosungen, die die in Beispiel 1 genannten 
PrSzipltationsreagenzien, Hllfsstoffe, Puffer und/oder Stabilisatoren in 
deflnierter Konzentration enthalten, versetzt werden. ErfindungsgemaRe 
Eirazipitatioasneagenzien, Hilfsstoffe, Puffer und/oder-Statejlisator«n 
kSnnen zudem auch in festem Aggregatszustand zugesetzt werden. 
ZweckmSSigenfl/eise l<onnen erfindungsgemaUe AntlkSrper auch direkt in 
einer alle Prazipitationsreagenzien, Hilfsstoffe, Puffer und/oder 
Stabilisatoren enthaltenden Losung gelost werden. 

Die Erfindung umfasst auch alle dam Fachmann bekannten und 
denkbaren Hydrate, Saize und Derivate der vorstehend genannten 
Agenzien. 

Vorteilhaft kann eines oder mehrere der in der Erfindung genannten 
Agenzien wShrend oder nach Beendigung des Prazipitationsverfahrens 
zugegeben und gegebenenfalls wiederentfernt werden, urn belspielsweise 
einen zusatzlichen Reinigungsschritt auszufQhren. 



Vorteilhaft kann eines oder mehrere der in der Erfindung genannten 
Prazipitationsreagenzlen, Hilfestoffe, Puffer und/oder Stabilisatoren 
wahrend oder nach Beendigung des Herstellungsverfahrens des 
Antikorpers zugegeben werden. Bevorzugt kann dies dadurch erfolgen, 
indem der erfindungsgemaBe AntikGrper im letzten Schritt der nach seiner 
Hersteilung erfolgenden Aufreinigung direkt in einer wassrigen Losung 
gelost wird, die einen, mehrere oder alle weiteren 
Prazipitationsreagenzlen, Hilfsstoffe, Puffer und/oder Stabilisatoren 
enthait. Dann miissen zur Hersteilung einer erfindungsgemaBen 
pharmazeutischen Zubereitung die jeweiligen weiteren Inhaltsstoff/e nur 
noch In Jewells geringerer Menge oder gar nicht zugesetzt werden. 
Besonders bevorzugt ist, wenn der jeweilige Inhaltsstoff im letzten Schritt 
der Aufreinigung des Antikdrpers, die seiner Hersteilung folgt, in einer alle 
weiteren Prazipitationsreagenzlen, Hilfsstoffe, Puffer und/oder 
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Stabilisatoren enthaltenden wassrigen Losung gelost wird. So kann 
vorteilhafterweise eine direkt abzufOllende oder zu lyophilisierende Losung 
erhaiten werden. Die so erhaltene, den jeweiligen Antikorper enthaltende 
LSaung. .wind auf einen..pH--\Ai?ert von- 4-bi& 1-O,-bev0fisugt pH -5 bis-Q 
^ eingestellt, sterilfiltriert und je nach Bedarf gefriergetrocknet. 

Die Umsetzung erfolgt nach dem Fachmann bekannten Methoden In 
einem geeigneten Losungsmittel, insbesondere In elnem inerten 
10 Losungsmittel. AIs Inerte Losungsmittel eignen sich Ethanol, Glycerol, 
Gemische mit Wasser oder reines oder andere Hllfsstoffe, wie 
beispielsweise Saize mit puffernder oder isotonsierender Wirkung, 
enthaltendes Wasser. Besonders bevorzugt ist Wasser. 

15 

Besonders bevorzugt kann das hier beschriebene Verfahren im ..batch"- 
Format durchgefQhrt werden. Nach erfindungsgemaBem Verfahren 
hergestellte erfindungsgemaSe feste Formen von anti-EGFR-AntikOrpem 
und/oder seiner Varianten und/oder Fragmente konnen besonders 
bevorzugt durch AuflSsen oder Suspendieren In wassrigem Medium in 
biologisch aktlves Antikorperprotein QberfQhrt werden. Dazu werden 
besonders bevorzugt ein in wassriger Losung geiaster oder suspendlerter 
Antikorper und/oder eine seiner Varianten und/oder Fragmente durch ein 
in Beispiei 1 genanntes Prazipitatlonsreagenz ausgefailt und das 
Ausfallungsprodukt abgetrennt. 



30 



Je nach Wahl der Konzentration des Prazipitationsreagenzes werden 
entweder amorphe Prazipitate oder Kristalle erhaiten. Vorzugsweise 
werden bel hoherer Konzentration des Prazipitationsreagenzes Prazipitate, 
bei niedrigerer Konzentration des Prazipitationsreagenzes dagegen 
Kristalle erhaiten. Durch geeignete Wahl, der Konzentration des 
Prazipitationsreagenzes, der Konzentration des Proteins, der Qbrigen 
erfindungsgemaSen Agenzien, des pH-Werts und der Temperatur lasst 
sich so die Umsetzung in die gewOnschte Richtung lenken. In den 
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Beispielen 2 und 3 sind beispieihafte Kristallisationsbedingungen fur Mab 
C225 (Erbitux™) aufgefuhrt, in den Beispielen 4 und 5 beispieihafte 
Prazipitationsbedingungen. Das erfindungsgemalie Prazlpitatlons- 
y.e.rfabren.-un.d-das.erfindujigsgennafie Kr-istallisa konnen 

5 

auch kombiniert werden. 

Geelgnete Reaktionstemperaturen liegen bei Temperaturen von -10 bis 
40*'C, vorzugswelse bel 0 bis 25°C und ganz besonders bevorzugt bei 4 
10 bis 20°C. Bevorzugt wird bel einem Druck von 1 bis 20 bar gearbeitet, 

besonders bevorzugt bei Normaldruck. Bevorzugt wird bei einem pH-Wert 
von 4 bis 1 0 gearbeitet. Die Dauer der Umsetzung hangt von den 
gewahlten Reaktionsbedingungen ab. In der Regel betragt die 
Reaktionsdauer 0.5 Stunden bis 10 Tage, vorzugsweise 1 bis 24 Stunden, 
besonders bevorzugt 2 bis 12 Stunden. 



20 
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Unter Solvaten der erfindungsgemaSen festen Formen werden 
Anlagerungen von inerten LosungsmittelmolekOlen an die 
erflndungsgemalien festen Formen verstanden, die sich aufgrund ihrer 
gegenseitigen Anziehungskraft ausbilden. Solvate sind beispielsweise 
Hydrate, wie Monohydrate oder Dihydrate oder Alkoholate, d.h. 
Additionsverbindungen mit Alkoholeri wie beispielsweise mit Ethanol. 



Die erhaitenen erfindungsgemalSen festen Formen von anti-EGFR- 
Antikorpern konnen von der entsprechenden Losung, in der sie hergestellt 
werden, getrennt werden (z.B. durch Zentrifugation und Wasclien)*und 
2Q konnen nach der Trennung in einer anderen Zusammensetzung gelagert 
werden. oder sie konnen direkt in der Herstellungslosung verbleiben. Die 
erhaitenen erfindungsgemaUen festen Formen konnen auch zur jeweiligen 
VenA/endung in gewQnschte Losungsmittel aufgenommen werden. Die 
erfindungsgemaSen festen Formen von anti-EGFR-Antikorper sind 
vorzugsweise nach Wiederauf losung oder Resuspension biologisch aktiv 
und es kommt bei erfindungsgemalSen Verfahren vorzugsweise nicht zu 
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einer Denaturierung der Antikorper. So bleibt die biologische Wirksamkeit 
des Proteins vorzugsweise erhalten. 

Ebeaso W-Utde ttbe.rnaschend..gefunden,-dasa sfeh mithilfe 

5 

erfindungsgemalier fester Formen von antl-EGFR-Antikorpern 
vorzugsweise stabile pharmazeutische Formuiierungen herstellen lassen. 
Diese Formuiierungen weisen vorzugsweise eine hohere Stabilitat 
gegenOber physikochemischen EinflQssen wie beispielsweise Oxidation, 
10 mechanischen Belastungen, ungunstigen pH-Werten und Temperaturen 
auf ais herkommliche Proteinlosungen von Antikorpern. UbIichenA/eise ist 
eine vergleichbare Stabilitat sonst nur durch kosten- und zeitaufwendige 
Methoden zu erreichen, wie beispielsweise derZusatz von Stabilisatoren, 
eine kuhle Lagerung, Einfrieren oder Gefriertrocknung. Die liolie Stabilitat 
ermogliclit vorzugsweise eine einfachere und kostengQnstigere Lagerung, 
Transport und Herstellung pharmazeutisch wertvoller Formuiierungen, wie 
beispielsweise ready-to-use-Formullerungen, Formuiierungen mit 
verzogerter Wirkstofffreisetzung oder kontrollierter Frelsetzung uber einen 
langeren Zeitraum hinweg. 



20 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind deslialb erfindungsgemaSe 
feste Formen von anti-EGFR-Antikorpern als lagerstabile ArzneimltteL 



Ein besonders bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind aucii 
piiarmazeutische Zubereitungen enthaltend wenigstens eine 
erfindungsgemalSe feste Form eines anti-EGFR-Antikorpers in 
2Q prazipitierter nicht-kristalliner, prazipitierter kristalliner oder in geloster oder 
suspendierter Form, sowie gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe 
und/oder weitere pharmazeutische Wirkstoffe. 



35 



Somit konnen erfindungsgemaBe pharmazeutische Zubereitungen 
erfindungsgemaSe feste Formen in prazipitierter Form, d,h. als Prazipitat 
Oder als Kristall, oder in wiederaufgeloster oder resuspendierter Form 
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enthalten, Gegenstand der Erfindung sind deshalb auch pharmazeutische 
Zubereitungen, enthaltend wenigstens ein Prazipitat und/oder Kristall eines 
anti-EGFR-Antikorpers, bevorzugt eines monoklonalen anti-EGFR- 
ApitikSppeFS, besendeFS-bevorzugt von Mab-<:;225-(<ietuximab)~oder Mab 
h425 (EMD 72000) und/oder deren Varianten pder Fragmenten in 
prazipltierter, wiederaufgeloster Oder suspendlerter Form sowie 
gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe und/oder weltere 
pharmazeutische Wirkstoffe. 



Vorzugsweise ermoglichen es die erfindungsgemaSen fasten Formen von 
anti-EGFR-Antikorpern, hoclikonzentrierte Formulierungen herzusteilen, 
ohne dass es zu ungunstigen unerwunschten Aggregationen der 
erfindungsgemaSen Antikorper oder zu unerwunscht holier Viskositat 
kommt, wie sle be! gewohnlichen, hochkonzentrierten Proteinlosungen 
beobachtet werden kann. So lessen sich mithllfe erfindungsgemaSer fester 
Formen von anti-EGFR-AntikQrpern mit wassrlgen Losungsmittein oder in 
wSssrlgen Medien applikationsfertige LSsungen mit hohem Wirkstoffanteil 
wiederauflosen oder resuspendieren. In jQngerer Zeit werden vermehrt 
moglichst hochkonzentrierte Formulierungen von Proteinwirkstoffen 
gefordert. Die meisten Antikorper, die zur Therapie eingesetzt werden. 
werden im Bereich mg/kg dosiert. Eine hohe Dosis und geringe zu 
appiizierende Volumina (z.B, ca. 1 bis 1,5 ml bei subkutaner Applikation) 
zeigen den Bedarf an hochkonzentrierten Proteinzubereitungen mit 
Konzentrationen von mehrals 100 mg/ml. AuSerdem konnen 
hochkonzentrierte Proteinformulierungen in praklinischen Tests zur 
3Q Untersuchung der Unbedenklichkeit und WIrksamkeit in-vitro und in-vivo 
(am Tiermodell), In kiinlschen Tests zur Untersuchung der 
Unbedenklichkeit und Wirksamkelt belm Menschen und In der kllnischen 
Anwendung des Produktes (insbesondere bei der subkutanen Applikation) 
erhebilche Vorteile aufweisen. Ihre Vorteile bestehen insbesondere darin. 
dass ein geringeres Volumen der Zubereitung angewendet werden muss. 



35 
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Im Gegensatz zur Infusion oder Injektion von relativ niedrig konzentrierten 

Proteinarzneimitteln ist dadurch z.B. eine subkutane Applikation von 

Proteinarzneimittein fQr den Patienten mogllch. Die subkutane Applikation 

von ProtejnarznejmjtteJa kanD. v-erschiedena GrDnde- haben- Beispielsweise 
5 " ' . 

kann ein spezlelles Targeting erwQnscht sein, welclies in Zusammenhang 
mit einem „therapeutfschen Fenster" steht Des weiteren liat eine 
subkutane Applikation den Vorteil, dass der Patient selbst die Applikation 
vornehmen kann, ohne auf arztliches Personal angewiesen zu seln. Das 
1 0 Beispiel des Insulins zeigt deutlich diese Vorteile. Da die Injektionen zur 
subkutanen Applikation jedoch maximal 1 - 1,5 ml betragen konnen, sind 
haufig hochkonzentrierte Proteinformulierungen mit mehr ais 100 mg/ml 
notig. 



15 



20 



30 
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Dberraschenden/veise lassen sich mithilfe erfindungsgema der fester 
Formen von anti-EGFR-Antikorpern hochkonzentierte pharmazeutische 
Zubereitungen erhalten, die in einer fiflssigen Formulierung 
Proteinkonzentrationen von bevorzugt 10 - 200 mg/ml, besonders 
bevorzugt von 50-150 mg/ml ermoglichen. 
Dies war nicht zu enA^arten, da bei hoch konzentrierten 
Proteinformulierungen die Tendenz zur Instabilitat weitaus groBer ist als 
bei verdQnnten Proteinformulierungen (Fields, G., Alonso, □., Stiger. D., 
Dill, K. (1992) "Theory for the aggregation of . proteins and copolymers/* J. 
Phys. Chem. 96, 3974-3981). Bei einer hohen Proteinkonzentration ist die - 
"Packungsdichte" der Proteinmolekule erhoht. Eine vermehrte Anzahl an 
Kollisionen ist demnach anzunehmen und es kann zu gelegentlichen 
Protein-Assoziationen kommen. Dieser Prozess erfolgt in der Regel durch 
Nukleations- und Wachstunismechanlsmen, bei der die kritischen Nuklei 
oft losliche assoziierte Proteine darstellen, die sich jedoch schnell in 
unlosliche Proteinprazipltate (denaturiertes Protein) umwandeln konnen 
(Reithel, J.F. (1962) „The dissociation and association of protein 
structures", Adv. Protein Chem. 18, 123). Die Grosse der Proteinaggregate 
erhoht sich mit steigender Proteinkonzentration, wie fQr das p- 
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Lactoglobulin bereits gezeigt werden konnte (Roefs, S.P.F.M., De Kruif, 
K.G. (1994) "A model for the denaturation and aggregation of p+- 
lactoglobuiin." Eur. J. Biochem. 226. 883-889) 

^ Die Grenze bei bekannten hochkonzentrierten Formulierungen von 

Immunglobullnen liegt bei gebrauclisfertigen flQssigen Formulierungen von 

AntikSrpern nomrialenweise be! 2 - 50mg/mL (Humira®) 

Mit den erfindungsgemaGen festen Formen lassen sicli Jedoch stabile 

10 hochkonzentrierte Fonnulierungen herstellen, was nicht zu erwarten war. 
Somit kann durch den Schritt der Prazipitation oder Kristallisation eine 

I hochkonzentrierte stabile Antikorperformulierung erhalten werden, die 

nach Resuspendierung oder WiederauflOsen eine veringerte Viskosit^t 
verglichen mitflOssigen Antikorperformulierungen gleicher Konzentration 
aufweist und dadurch die Handhabbarkeit bei der parenteralen 
Verabreichung erieichtert. 



Gegenstand der Erfindung sind deshalb auch pharmazeutische 
Zubereitungen. enthaltend wenigstens eine erfindungsgemSSe feste Form 
eines anti-EGFR-AntikSrpers und/oder eine seiner Varlanten und/oder 
Fragments in pr§zipltierter nicht-kristalliner, praapitlerter kristalliner oder in 
geloster oder suspendierter Form enthSIt, wobei der enthaltene AntikSrper 
25 biologisch aktiv ist, dadurch gekennzeichnet, dass die 

AntikQrperkonzentration bevorzugt 10 - 200 mg/ml, besonders bevorzugt 
50-150 mg/ml betrSgt. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung einer 
erfindungsgema&en hochkonzentrierten pharmazeutischen Zubereitung, 
dadurch gekennzeichnet, dass man wenigstens eine erfindungsgemaCe 
feste Form eines anti-EGFR-Antikorpers und/oder eine seiner Varlanten 
und/oder Fragmente in einer erfindungsgemalSen Losung lost oder 
"^^ resuspendiert und die Antikorperkonzentration bevorzugt 1 0 - 200 mg/ml, 
besonders bevorzugt 50 - 1 50 mg/ml betragt. 
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Wassrige Zubereitungen konnen hergestellt werden, indem man 
erfindungsgemaGe feste Formen von anti-EGFR-Antikorpern in einer 
wassrigen Losung lost oder suspendlert und gegebenenfalls Hilfsstoffe 
.zuf-ugt^\weckmaBigerweise wird h lerzii einer Los ting oder S uspensfon* mit 

5 

einer definierten Konzentration an erfindungsgemaSen fasten Formen mit 

definierten Volumina an Stammlosungen, die die genannten weiteren 

Hilfsstoffe in definierter Konzentration enthalten, versetzt und 

gegebenenfalls mit Wasser auf die vorberechnete Konzentration verdOnnt 

10 Alternativ konnen die Hilfsstoffe in fester Form zugesetzt werden. Die 

erhaltene wassrige Losung oder Suspension kann anschlielSend mit den 

jeweils erforderliclien IVlengen an Stammlosungen und/oder Wasser 

versetzt werden. ZweokmalSigerweise konnen erfindungsgemaGe feste 

^ c Formen von anti-EGFR-Antikorpern auch direkt in einer alle weiteren 
1 o 

Hilfsstoffe enthaltenden Losung gelost oder suspendiert werden. 

Vorteilhaft konnen aus den erfindungsgemaSen festen Formen durch die 
Relconstitution mit wassrigen Losungsmittein antikorperhaitige L6sungen 

on 

Oder Suspensionen mit einem pH-Wert von 4 bis 10, bevorzugt mit einem 
pH-Wert von 5 bis 9, und einer Osmoialitat von 250 bis 350 mOsmol/kg 
hergestellt werden. . Die resuspendierte oder wieder geloste Zubereitung 
kann somit weitgeliend schmerzfrei intravenos, intraarteriell und auch 
25 subkutan direkt verabreicht werden. Daneben kann die Zubereitung auch 
Infusionslosungen, wie z.B. Glukoselosung, isotonische Kochsalzlosung 
Oder Ringerlosung, die auch weitere Wirkstoffe enthalten konnen, 
zugesetzt werden, so dass auch groSere Wirkstoffmengen appliziert 
werden konnen. 

ErfindungsgemafJe pharmazeutische Zubereitungen konnen auch 
IVIischungen erfindungsgemalSer PrSzipitate und/oder Kristalle in 
prazipitierter bzw. kristaliiner und/oder wiederaufgeloster oder 
resupsendierter Form enthalten. 
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Die erfindungsgemaBen Zubereitungen sind physiologisch gut vertraglich, 
leicht herstellbar, exakt dosierbar und vorzugsweise Dber die Dauerder 
Lagerung sowie das Transports und bei mehrfachen Einfrier- und 
Auftau vorgangen. hi nsjcbtlich G.ehalt,-Zersetzungsp rod ukten und 

^ Aggregaten stabil. Sie konnen bei KQhlschranktemperatur (2-8°C) und bei 
Raumtemperatur (23-27*'C) und 60 % relativer Luftfeuchtigkeit (rF.) 
vorzugsweise Qber einen Zeitraum von mindestens drei Monaten bis zu 
zwei Jahren stabil gelagert werden. Oberraschenderweisa sind die 

10 erfindungsgemaSen Zubereitungen vorzugsweise auch bei hoheren 

Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten, beispielsweise bei einerTemperatur 
von 40° C und 75% relativer Luftfeuchtigkeit Qber mindestens sechs 
Monatestabil lagerbar. 

15 

Beispielsweise konnen erfindungsgemaBe feste Formen durch Trocknung 
stabil gelagert und bei Bedarf durch Losung oder Suspension in eine 
gebrauchsfertige pharmazeutlsche Zubereitung Qberfuhrt werden. 
Mogliche Methoden zur Trocknung sind zum Beisplel, ohne auf diese 

on 

Beispiele beschrSnktzu sein, Stickstoffgastrocknung, Vakuumofen- 
Trocknung, Lyophilization. Waschen mit organischem Losungsmittel und 
anschlieSende Lufttrocknung, Flussigbett-Trocknung, 
Wirbelschichttrocknung, Spruhtrocknung. Walzentrocknung, 
25 Lagentrocknung; Lufttrocknung bei Raumtemperatur und weitere 
Methoden. 

Der Ausdruck "wirksame Menge" bedeutet die Menge eines Arzneimittels 
2Q Oder eines pharmazeutischen Wirkstoffes. die eine biologische oder 
medizinische Antwort in einem Gewebe, System, Tier oder Menschen 
hervorruft, die z.B. von einem Forscher oder Mediziner gesucht oder 
angestrebt wird. 



35 



DarQber hinaus bedeutet der Ausdruck "therapeutlsch wirksame Menge" 
eine Menge, die, verglichen zu einem entsprechenden Subjekt. das diese 
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Menge nicht erhalten hat. folgendes zur Folge hat: verbesserte 
Heilbehandlung, Heilung, Pravention oder Beseitigung einer Krankheit, 
eines Krankheitsbildes, eines Krankheitszustandes, eines Leidens, einer 
Storung oder Verhinderung yon. Ne.bje.nwirk.ungen-odep auch-dle 
Verminderung des Fortschreitens einer Krankheit. eines Leidens oder 
einer Storung. Die Bezeichnung "therapeutisch wirksame Menge" umfasst 
auch die IVlengen, die wirkungsvoll sind, die normale physiologische 
Funktion zu erhohen. 

Arzneimittel konnen in Form von Dosiseinheiten, die eine vorbestimmte 
Menge an Wirkstoff pro Dosiseinheit enthalten. dargereicht werden. Eine 
solche Einheit kann beispielsweise 0,5 mg bis 1 g, vorzugsweise 1 mg bis 
800 mg, eines erfindungsgemaUen Wirkstoffs enthalten, je nach dem 
behandelten Krankheitszustand, dem Verabreichungsweg und dem Alter. 
Gewicht und Zustand des Patienten. Bevorzugte Dosierungseinheits- 
formulierungen sind solche, die eine Tagesdosis oder Teildosis, wis oben 
angegeben, oder einen entsprechenden Bruchteil davon eines Wirkstoffs 
enthalten. Weiterhin lassen sich solche Arzneimittel mit einem der im 
pharmazeutischen Fachgebiet allgemein bekannten Verfahren herstellen. 

Arzneimittel lassen sich zur Verabreichung Qber einen beliebigen 
25 geeigneten Weg, beispielsweise auf oralem (einschlieRlich buccalem bzw. 
sublingualem), rektalem, pumonalen, nasalem, topischem (einschlielilich 
buccalem, sublingualem oder transdermalem), vaginalem oder 
parenteralem (einschlieClich subkutanem, intramuskularem, intravenSsem 
Oder intradermalem) Wege, anpassen. Solche Arzneimittel konnen mit 
alien im pharmazeutischen Fachgebiet bekannten Verfahren hergestellt 
werden, indem beispielsweise der Wirkstoff mit dem bzw. den 
Tragerstoff(en) oder Hilfsstoff{en) zusammengebracht wird. 
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Zur Verabreichung der erflndungsgema&er Arzneimittel eignen sich 
vorzugsweise die parenterale Appiikation. Im Falle der parenteralen 
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Applikation sind die intravenose und subkutane Applikation besonders 
bevorzugt, Im Falle der intravenosen Applikation kann die Injektion direkt 
Oder auch als Zusatz zu Infusionslosungen erfolgen. 

Insbesondere eignen sich Arzneimittel zur subkutanen Applikation, da sich 
mithilfe erfindungsgemalier fester Formen von anti-EGFR-Antikorpern 
stabile, hochkonzentrierte Forumlierungen herstellen lassen. Dadurcli 
lessen sich die fOr die parentrale oder subkutane Verabreicliung 
10 erforderlichen hochkonzentrierten Formulierungen und geringe zli 
applizierende Volumina realisieren. 



Die subkutane Applikation hat den Vorteil, dass der Patient ohne 
medizinische fachmannische Hiife sich selbst das Arzneimittel 
verabreichen kann. ErfindungsgemaUe feste Formen von anti-EGFR- 
Antikdrpern eignen sich auch zur Herstellung von parenteral zu 
applizierenden Arzneimittein mit kontrolllerter, gleichmaUiger und/oder 
verzogerter Wirkstofffreisetzung (slow-release, sustained-release, 
controlled release). Die erfindungsgemaRen Prazipitate und/oder Kristalle 
liegen dabei vorzugweise In Suspension vor und losen sich uber einen 
langeren und/oder kontrollierten Zeitraum hinweg auf und liegen dann in 
nativem und wirksamen Zustand vor, Somit eignen sich erfindungsgemaSe 
25 feste Formen von anti-EGFR-Antikorpern auch zur Herstellung von Depot- 
Formulierungen, die fur den Patienten vorteilhaft sind, da eine Applikation 
nur in grofieren Zeitintervallen notwendig ist. ErfindungsgemafSe 
pharmazeutische Zubereitungen konnen auch direkt in den Tumor Injiziert 
werden und so direkt am bestimrtiungsgemalien Wirkort ihre Wirkung 

ou 

entfalten. 



Zu den an die parenterals Verabreichung angepassten Arzneimittein 
gehoren wSssrige und nichtwassrige sterile Injektionslosungen, die 
Antioxidantien, Puffer, Bakteriostatika und Solute, durch die die 
Formulierung isotonisch mit.dem Blut des zu behandelnden Empfangers 
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gemacht wird. enthalten; sowie wassrige und nichtwassrige sterile 
Suspensionen. die Suspensionsmittel und Verdicker enthalten konnen. Die 
Formulierungen konnen in Einzeldosis- oder Mehrfachdosisbehaltern, z.B. 
versiegelten Ampullen und FlaschcheA^d.a^g.ereicbt. undm 

'K* -------- 

gefriergetrocknetem (lyophilisiertem) Zustand gelagert werden, so dass 
nur die Zugabe der sterilen Tragerflussigkeit, z.B. Wasser fur Injektions- . 
zwecke, unmittelbar vor Gebrauch erforderlich ist. RezepturmalSig 
hergestellte Injektionslosungen und Suspensionen konnen aus sterilen 
10 Pulvern. Granulaten und Tabletten hergesteilt werden. 

Die erfindungsgemaBen festen Formen von anti-EGFR-Antikorpern, 
gegebenenfalls in wiederaufgeloster Fonn lassen sich auch in Form von 
Liposomenzufuhrsystemen, wis z.B. kleinen unilamellaren Vesikein, 
groSen unilamellaren Vesikein und multilamellaren Vesikein, verabreichen. 
LIposomen konnen aus verschiedenen Phospliolipiden, wie z.B. 
Cholesterin. Stearylamin oder Phosphatidylcholinen. gebildet werden. 

Die erfindungsgemaUen festen Formen von antl-EGFR-Antikorpem und 
deren Varianten in prazipitierter, wiederaufgeloster oder suspendierter 
Form konnen auch mit loslichen Poiymeren als zielgerichtete 
Arzneistofftrager gekoppelt werden. Solche Polymere konnen Polyvinyl- 
25 pyrrolidon. Pyran-Copoiymer, Polyhydroxypropylmethacrylamidphenol, 
Polyhydroxyethylaspartamidphenol oder Polyethylenoxidpolylysin, 
substituiert mit Palmitoylresten, umfassen. Weiterhin konnen die festen 
Formen von anti-EGFR-Antikorpern an eine Klasse von biologisch ' 
abbaubaren Poiymeren, die zur Erzielung einer kontrollierten Freisetzung 
eines Arzneistoffs geeignet sind, z.B. Polymilchsaure, Polyepsilon- 
Caproiacton, Polyhydroxybuttersaure, Polyorthoester, Polyacetale, 
Polydihydroxypyrane, Polycyanoacrylate, Polymilchcoglykolsaure. 
Polymere wie Konjugate zwischen Dextran und Methacrylate, 
Polyphosphoester, verschiedene Polysaccharide und Polyamine sowIe 
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Poly-8-caprolacton, Albumin. Chitosan, Collagen Oder modifizierte 
Gelatine und quervernetzte oder amphipatlsche Blockcopolynnere von 
Hydrogelen, gekoppelt sein. 

5 

An die transdermale Verabreichung angepasste Arzneimittel konnen als 
eigenstandige PflasterfOr langeren, engen Kontakt mit der Epidermis des 
Empfangers dargereicht werden. So kann belspielsweise der Wirkstoff aus 
dam Pflaster mittels lontophorese zugefuhrt werden, wie in 
10 Pharmaceutical Research, 3(6), 318 (1986) allgemein beschrieben. 

An die topische Verabreichung angepasste Arzneimittel konnen als 
Salben, Cremes, Suspensionen. Lotionen, Pulver, Losungen. Pasten, 
^ 5 Gele, Sprays, Aerosole oder Ole formuliert sein. 

Fur Behandlungen des Auges oder anderer auBerer Gewebe, z.B. Mund 
und Haut, werden die Formulierungen vorzugsweise als topische Salbe 
Oder Creme appiiziert, Bei Formullerung zu einer Salbe kann der Wirkstoff 

20 

entweder mit einer paraffinischen oder einer mit Wasser mischbaren 
Cremebasis eingesetzt werden. Alternativ kann der Wirkstoff zu einer * 
Creme mit einer Ol-in-Wasser-Cremebasis oder einer Wasser-in-6l-Basis 
formuliert werden. 

25 

Zu den an die topische Appiikation am Auge angepassten Arzneimittel 
gehoren Augentropfen, wobei der Wirkstoff in einem geeigneten Trager, 
insbesondere einem wassrigen Losungsmittel. gelost oder suspendiert ist. 

30 

An die rektale Verabreichung angepasste Arzneimittel kSnnen in Form von 
Zapfchen oder Einlaufen dargereicht werden. 
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An die Verabreichung durch Inhalation angepasste Arzneimittel umfassen 
feinpartikulare Staube oder Nebel. die mittels verschiedener Arten von 
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unter Druck stehenden Dosierspendern mit Aerosolen, Verneblern oder 
Insufflatoren erzeugt werden konnen. Besonders bevorzugt im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung sind Pulver erfindungsgemSGer fester Formen 
y.oo..antt--HGFR-Antik6r-pem zur-Applikatien als Inhatet. 

An die vaginale Verabreichung angepasste Arzneimittel konnen als 
Pessare, Tampons, Cremes, Gele, Fasten, Schaume oder 
Sprayformulierungen dargereicht werden. 

Es versteht sich, dass die erfindungsgemaGen Arzneimittel neben den 
obigen besonders erwahnten Bestandteilen andere im Fachgebiet ubiiche 
Mittel mit Bezug auf die jeweilige Art der pharmazeutischen Formulierung 
enthalten konnen. 



Ein welterer Gegenstand der Erfindung sind Sets (Kits) bestehend aus 
getrennten Packungen von 

a) einer wirksamen Menge eines Prazipitats und/oder eines Kristalls eines 
anti-EGFR-Antikorpers, bevorzugt eines monoklonalen anti-EGFR- 
AntikQrpers, besonders bevorzugt von Mab C225 (Cetuximab) oder 
Mab h425 (EMD 72000) und/oder deren Varianten oder Fragmenten in 
prazipitierter, wiederaufgeloster oder suspendierter Form, und 
25 b) einer wirksamen Menge eines weiteren Arzneimittelwirkstoffs. 

Das Set enthalt geeignete Behalter, wie Schachteln oder Kartons, 
individuelle Fiaschen, Beutel oder Ampullen. Das Set kann z.B. separate 
2Q Ampullen enthalten, in denen jeweils eine wirksame Menge einer 

erfindungsgemaGen festen Form, gegebenenfalls in wiederaufgeloster 
Form und einer wirksamen Menge eines weiteren Arzneimittelwirkstoffs 
gelost Oder in lyophylisierter Form vorliegt. 



35 



Eine therapeutisch wirksame Menge leiner erfindungsgemSGen festen 
Form eines anti-EFGR-Antikorpers hangt von einer Reihe von Faktoren 
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ab, einschlleSlich z.B. dem Alter und Gewicht, dem exakten 
Krankheitszustand, derder Behandlung bedarf, sowie seines 
Schweregrads, der Beschaffenheit der Formulierung sowie dem 
-VerabFeiehungswegv und-wird lelztendl^ vOiT derfi beTianaeTnden Arzt 

5 

bzw. Tierarzt festgelegt Jedoch llegt eine wirksame Menge eines 
erfindungsgemaSen anti-EFGR-Antikarpers fQr die Behandlung von 
neoplastischem Wachstum, z.B. Dickdarm- oder Brustkarzinom, im 
allgemeinen im Bereich von 0,1 bis 100 mg/kg K5rpergewicht des 
10 Empfangers (Saugers) pro Tag und besonders typlsch im Bereich von 1 

bis 10 mg/kg Korpergewlcht pro Tag, Somit (age fur einen 70 kg schweren 
erwachsenen Saugerdie tatsachliche Menge pro Tag fur gewohnlich 
zwischen 70 und 700 mg, wobei diese Menge a!s Einzeldosis pro Tag oder 
Qblicher in einer Reihe von Telldosen (wie z.B. zwei, drei, vier, fOnf oder 
seclis) pro Tag gegeben werden kann, so dass die Gesamttagesdosis die 
gleiche ist. Die Bestimmung des geefgneten Antikorper-Titers erfolgt nacli 
dem Fachmann bekannten Metlioden, Die fQr die Verabreichung 
vorgesehe Dosierung ist im Allgemeinen ausreichend, um die gewunschte 
tumor-hemmende Wirkung zu erzielen. Die Dosierung sollte jedoch auch 
moglichst gering gewahit werden, so dass keine Nebenwirkungen, wie 
unerwunschte Kreuzreaktionen, anaphylaktische Reaktionen o.a. 
auftreten. 

25 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung 
erfindungsgemaGer fester Formen zur Herstellung eines Medikaments, 
welches den biologisch aktlven Antikorper und/oder eine seiner Varianten 
3Q und/oder Fragmente in prazipitierter nicht-kristalliner, prazipitierter 
kristalliner oder in geloster oder suspendierter Form enthalt. 

ErfindungsgemSSe Medikamente kSnnen insbesondere zur Prophylaxe 
und/oder zur Behandlung von Krankheiten und Krankheitszustanden 

35 

verwendet werden. Gegenstand der Erfindung ist deshalb die Verwendung 
von erfindungsgemaUen fasten Formen von anti-EGFR-Antikorpern, 



20 
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bevorzugt von monoklonaten anti-EGFR-Antikfirpern, besonders bevorzugt 
von Mab C225 (Cetuximab) Oder Mab h425 (EMD 72000) und/oder deren 
Varianten oder Fragmenten in prazipitierter, wlederaufgeloster oder 
suspendierter Form z-UF-Herstellung eines M^dikaments zur Behandlung 

5 

und/oder Prophylaxe von Krankheiten, 

In verschiedenen in vitro und in vivo Studien konnte gezeigt werderi, dass 
die Blockade des EGFR durch Antikorper auf unterschiedlichen Ebeneri 
10 gegen Tumore, beispielsweise durch Hemmung der Krebszellproliferation, 
Verringerung der tumorvermittelten Angiogenese, Induktion der 
Krebszellapoptose und Verstarkung dertoxischen Wirkungen dfer 
Strahlentherapie und der herkSmmllchen Chemotherapie. 

15 

Arznelmittel enthaltend feste Formen der erfindungsgemaBen Antikorper in 
wiederaufgeiester oder suspendierter Form konnen EGFR wirksam 
regulieren. modulieren oder hemmen und konnen deshafb zur Vorbeugung 
und/oder Behandlung von Erkrankungen Im Zusammenhang mit 
unregulierter oder gest5rter EGFR-Aktivitat eingesetzt werden. Insbe- 
sondere lassen sich die erfindungsgemaSen festen Formen von anti- 
EGFR-Antikorpern deshalb bei der Behandlung gewisser Krebsformen 
einsetzen, sowie bei durch pathologische Angiogenese bedingten 
25 Erkrankungen wie diabetische Retinopathie oder Entzundungen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb die Verwendung von 
erfindungsgemaGen festen Formen in prazipitierter, wiederaufgeiester oder 
2Q resuspendierter Fonri zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung 
und/oder Prophylaxe von Krankhelten, die durch EGFR und/oder durch 
EGFR-vermittelte Signaltransduktion verursacht, vermittelt und/oder 
propagiert werden. 
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ErfindungsgemaSe Arznelmittel eignen sich besonders zur Behandlung 
und/oder Prophylaxe von Krebs, einschlieSlich solider Karzinome, wie zum 
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Beispiel Karzlnome (z. B. der Lungen, des Pankreas, der Schilddruse, der 
Harnblase oderdes Kolons), myeloische Erkrankungen (z. B. myeloische 
Leukamie) oder Adenome (z. B. villoses Kolonadenom), pathologische 
Anfliogenes^ u.n.d metastatischeZellmigFat-ien. -Die AKneimtttel -sind ferrter 
nQtzlich bei der Behandlung der Komplementaktivierungs-abhangigen 
chronischen EntzQndung (Niculescu et al. (2002) Immunol. Res., 24:191- 
199) und durch HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus Typ 1) induzlerte 
Immunschwache (Popik et ai. (1 998) J Virol, 72: 6406-641 3). 

AuBerdem eignen sich die voriiegenden Arzneimittel ais pharmazeutische 
Wirkstoffe fOr Saugetiere, insbesondere fOr den Menschen, bei der 
Behandlung von EGFR-bedingten Krankheiten. Der Ausdruck „EGFR- 
bedingte Krankheiten " bezieht sich auf pathologische Zustande, die von 
der EGFR-Aktivitat abhangig sind. EGFR ist entweder direkt oder indirekt 
an den Slgnaltransduktionswegen verschledener Zellaktivitaten, darunter 
Proliferation, Adhesion und Migration sowie Differenzlerung beteiligt. Zu 
den Krankheiten, die mit EGFR-Aktivitat assoziiert sind, zahlen die 
Proliferation von Tumorzellen, die pathologische GefSlineubildung, die das 
Wachstum fester Tumore ffirdert, GefSGneubildung im Auge (diabetische 
Retinopathie, altersbedingte Makula-Degeneration und dergleichen) sowie 
EntzQndung (Schuppenflechte, rheumatoide Arthritis und dergleichen). 

Gewohnlich werden die hier besprochenen Erkrankungen in zwei Gruppen 
eihgeteilt, In hyperproliferative und nicht-hyperprollferative Erkrankungen, 
In diesem Zusammenhang werden Psoriasis. Arthritis, EntzQndung'en, 
Endometrlose, Vernarbung, gutartige Prostatahyperplasie, immunologi- 
sche Krankheiten, Autoimmunkrankheiten und Immunschwachekrank- 
helten als nicht-krebsartige Krankheiten angesehen, von denen Arthritis, 
EntzQndung, immunologische Krankheiten. Autoimmunkrankheiten und 
Immunschwachekrankhelten gewOhnlich als nicht-hyperproliferative 
Erkrankungen angesehen werden. 



(03166 RW-31127.doc 



-35- 



In diesem Zusammenhang sind Hirnkrebs, Lungenkrebs, 
Plattenepithelkrebs. Blasenkrebs, Magenkrebs, Pankreaskrebs. 
Leberkrebs, Nierenkrebs, Kolorektalkrebs, Brustkrebs, Kopfkrebs, 
Halsknebs^ Osophaguskrebs-, gynakologischerKrebs, SchflddrQsenkrebs, 

5 

Lymphome, chronische Leukamie und akute Leukamie als krebsartige 
Erkrankungen anzusehen, die alle gewohnlich zur Gruppe der hyper- 
proliferative Erkrankungen gezahit werden. Insbesondere krebsartiges 
Zellwachstum und insbesondere durch EGFR direkt oder indirekt 
10 vermitteltes krebsartiges Zellwachstum ist eine Erkrankung, die ein Ziel der 
vorliegenden Erfindung darstellt. 

Es kann gezelgt werden, dass die erfindungsgemaSen Arzneimittel in 
^ g einem Xenotransplantat-Tumor-Modell eine in vivo antiproliferative 

Wirkung aufweisen. Die erfindungsgemaBen Arzneimittel werden an einen 
Patienten mit einer hyperproliferativen Erkrankung verabreicht, z. B. zur 
Inhibition des Tumorwachstums. zur Verminderung der mit einer lympho- 
proliferativen Erkrankung einhergehenden EntzQndung, zur Inhibition der 

20 

Transplantatabstoliung oder neurologischer Schadigung aufgrund von 
Gewebereparatur usw. Die vorliegenden Arzneimittel sind nutzlich fQr 
prophylaktische oder therapeutische Zwecke. Wie hlerin verwendet, wird 
der Begriff „behandeln" als Bezugnahme sowohl auf die Verhinderung von 
25 Krankheiten als auch die Behandlung vorbestehender Leiden verwendet. 
Die Verhinderung von Proliferation wird durch Verabreichung der 
erfindungsgemaSen Arzneimittel vor Entwicklung der evidenten Krankheit, 
z. B- zur Verhinderung des Tumon/vachstums, Verhinderung meta-" 
statischen Wachstums, der Herabsetzung von mit kardiovaskuiarer 
Chirurgie einhergehenden Restenosen usw. erreicht, Als Alternative 
werden die Arzneimittel zur Behandlung andauernder Krankheiten durch 
Stabilisation oder Verbesserung der klinischen Symptome des Patienten 
verwendet. 
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Der Wirt Oder Patient kann jeglicher Saugerspezies angehoren, z. B. einer 
Primatenspezies, besonders IVIenschen; Nagetieren, einschlieSlich 
IVIausen, Ratten und Hamstern; Kaninclien; Pferden, Rindern, Hunden, 
,Katzen usw. Tienmodeila^ind fur-expepirnentelle Untersuchxmgen vorn 
Interesse. wobei sie ein Modell zur Beliandlung einer Krankheit des 
Menschen zur Verfugung stellen. 

Die Empfanglichkeit einer bestimmten Zelle gegenuber der Behandlung 
10 mit den erfindungsgemaGen Arzneimittein kann durcli in vitro-Tests 

bestimmt werden. Typischerweise wird eine Kultur der Zelle mit einem 
erfindungsgemaSen Arzneimittel bei verschledenen Konzentrationen fur 
eine Zeltdauer inkubiert. die ausreicht, urn den Wirkstoffen zu ermogli- 
chen. Zelltod zu induzieren oder Migration zu inhibieren, gewohnlich 
zwischen ungefahr einer Stunde und einer Woche. Zu in vitro-Tests 
konnen kultivierte Zellen aus einer Biopsieprobe verwendet werden. Die 
nach der Beliandlung zurQckbleibenden lebensfahigen Zellen werden 
dann gezahlt. 

20 

Die Dosis variiert abhangig von den verwendeten spezifischen 
Arzneimittein, der spezifischen Erkrankung, dem Patientenstatus usw.. 
Typischerweise ist eine therapeutische Dosis ausreichend, um die 
25 unenfl/unschte Zellpopulation im Zielgewebe erheblich zu vermindern, 
wahrend die Lebensfahigkeit des Patienten aufrechterhalten wird. Die 
Behandlung wird im Allgemeinen fortgesetzt, bis eine erhebliche Reduktion 
voriiegt, z. B. mindestens ca. 50 % Verminderung der spezifischen*Zellzahl . 
und kann fortgesetzt werden, bis im Wesentlichen keine unerwQnschten . 
Zellen mehr Im K6rper nachgewiesen werden. 

Zur Identifikation von EGFR-lnhibitoren stehen verschledene Assay- 
Systeme zur Verfugung. Beim Scintiliation-Proximity-Assay (Sorg et al„ J. 
of. Biomolecular Screening, 2002, 7, 11-19) und dem Flash Plate-Assay • 
wird die radioaktive Phosphorylierung eines Proteins oder Peptids als 
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Substrat mit yATP gemessen. Bei Vorliegen einer inhibitorischen Verbin- 
dung ist kein oder ein vermindertes radioaktives Signal nachweisbar. 
Ferner sind die Homogeneous Tinne-resolved Fluorescence Resonance 
Energy Transfer- (HTR-FRET-) and- FltJoreszenzpdaris'atioTis- (FP-) 

5 

Technologien als Assay-Verfahren nQtzlich (Sills et al., J. of Biomolecular 

Screening, 2002, 191-214). 

Andere nicht radioaktive ELISA-Assay-Verfahren ven/venden spezifische 
Phospho-Antikorper (Phospho-AK). Der Phospho-AK bindet nur das 
10 phosphorylierte Substrat Diese Bindung ist mit einem zweiten Peroxidase- 
konjugierten Anti-Schaf-Antikorper durch Chemilumineszenz nachweisbar 
(Ross et al., 2002, Biochem. J., unmittelbar vor der Veroffentlichung, 
Manuskript BJ20020786). 

15 

Es gibt viele mit einer Deregulation der Zellproliferation und des Zelltods 
(Apoptose) einhergehende Erkrankungen und Krankheitszustande. Die 
Erkrankungen und Krankheitszustande, die durch erfindungsgemaSe 
Arzneimittel behandelt, verhindert oder gelindert werden konnen umfassen 

20 

die nachfolgend aufgefuhrten Erkrankungen und Krankheitszustande, sind 
jedoch nicht darauf beschrankt. Die erfindungsgemaSen Arzneimittel sind 
nutzlich bei der Behandlung und/oder Prophylaxe einer Reihe 
verschiedener Erkrankungen und Krankheitszustande, bei denen 

25 Proliferation und/oder Migration glatter Muskelzellen und/oder 
Entzundungszellen in die Intimaschicht eines GefaGes vorliegt, 
resultierend in eingeschrSnkter Durchblutung dieses GefaSes, z. B. bei 
neointimalen okkluslven Laslonen. Zu okklusiven 

3Q Transplantat-GefaUerkrankungen von Interesse zShlen Atherosklerose. 
koronare GefaGerkrankung nach Transplantation, Venentransplantat- 
stenose, peri-anastomotische Prothesenrestenose, Restenose nach 
Angioplastie oder Stent-Platzierung und dergleichen. 

35 



103166 RW-31127.doc 



38 




Die vorliegende Erfindung umfasst die Verwendung der erfindungs- 
gemalSen Arznelmittel zur Behandlung oder Vorbeugung von Krebs. Ein 
besonders bevorzugter Gegenstand der Erfindung ist deshalb die 
Verwendung„ecfij3d.ungsgemaGer fester-FoFmen von anti-tGFR- 
Antikorpern zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung und/oder 
Prophylaxe von Tumoren und/oder Tumornnetastasen, wobei der Tunnor 
besonders bevorzugt aus der Gruppe ausgewahit ist, bestehend aus 
Gehirntumor, Tumor des Urogenitaltrakts, Tumor des lymphatlschen 
10 Systems, Magentumor, Kehlkopftumor, IVIonozytenleukamie, 
Lungenadenokarzinom, kleinzelliges Lungenkarzinom, 
BauchspeicheldrQsenkrebs, Glioblastom und Brustkarzinom, ohne darauf 
beschrankt zu sein. 



15 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von 
erfindungsgemalien Arzneimittel zur Herstellung eines IVIediloments zur 
Beliandiung von Kranklieiten. ausgewalilt aus der Gruppe der Icrebsartigen 
Erkranl^ungen besteliend aus Plattenepithell<rebs, Blasenkrebs, 
l\/lagenkrebs, Leberkrebs, Nierenkrebs, Kolorektalkrebs, Brustkrebs, 
Kopfkrebs, Halskrebs, Osopliaguskrebs, gynakologischem Krebs, 
ScliilddrOsenkrebs, Lymphom, ciironischer LeukSmie und akuter 
Leukamie. 

Die erflndungsgemaSen Arzneimittel konnen an Patienten zur Behandlung 
von Krebs verabreicht werden. Die vorliegenden Arzneimittel hemmen die 
Tumorangiogenese und beeinflussen so das Waciistum von Tumoren (J. 
Raketal. Cancer Research, 55:4575-4580. 1996). Die 
angiogenesehemmenden Eigenscliaften der erfindungsgemaBen 
Arzneimittel eignen sich aucli zur Behandlung bestimmter Formen von 
Bllndheit, die mit Retina-GefaSneubildung in Zusammenhang stehen. 



35 



Gegenstand der Erilndung ist deshalb auSerdem die Verwendung 
erfindungsgemaBer fester Formen von anti-EGFR-Antikorpern in 
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prazipitierter, wiederaufgeloster oder suspendierter Form zur Herstellung 
eines Medikaments zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten. 
die durch Angiogenese verursacht, vermlttelt und/oder propagiert werden. 

Eine derartige Krankheit, an der Angiogenese beteiligt ist, ist eine 
Augenkranklieit, wie Retina-Vaskularisierung, diabetisciie Retlnopathie, 
altersbedingte i\/Iakula-Degeneration und dergleichen. 

10 Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Ven/vendung von 
erfindungsgennaSen festen Formen von anti-EGFR-Antikorpern in 
prazipitierter, wiederaufgeloster oder suspendierter Form zur Herstellung 
eines Medikaments zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, 
ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Retina-Vaskularisierung, 
diabetischer Retinopathle, altersbedingter Makula-Degeneration und/oder 
Entzundungskrankheiten. 



15 



20 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von 
erfindungsgemalSen Arzneimitteln zur Behandlung und/oder Prophylaxe 
von Krankheiten, ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Psoriasis, 
rheumatoide Arthritis, Kontaktdermatitis, Spat-Typ der 
Uberempfindlichkeitsreaktion, Entzundungen, Endometriose, Vernarbung, 
25 gutartiger Prostatahyperpiasie, immunologischer Krankheiten, 
Autoimmunkrankheiten und Immunschwachekrankheiten. 



Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung von 
erfindungsgemaSen Arzneimitteln zur Behandlung und/oder Prophylaxe 
von Knochen-Pathologlen, ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus 
Osteosarkom, Osteoarthritis und Rachitis. 



35 



Weiterhin konnen die erfindungsgemaSe Arzneimittel verwendet werden, 
urn bei gewissen existierenden Krebschemotherapien und -bestrahlungen 
additive oder synergistische Effekte bereitzustellen, und/oder konnen dazu 
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verwendet werden, um die WIrksamkeit gewisser existierender 
Krebschemotherapien und -bestrahlungen wiederherzustellen. 

Gegenstand der. Erfind.ung.-ist-desha4b aaehi-<die VeTwendiang von 
^ erfindungsgemaSen festen Formen von anti-EGFR-Antik6rpern in 

prazipltlerter, wiederaufgeloster oder suspendlerter Form zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, 
wobei eine therapeutisch wirksame Menge einer erflndungsgemSSen 
10 festen Form in prazipitierter, wiederaufgeloster oder suspendierter Form in 
Kombination mit einer Verbindung aus der Gruppe 1) Ostrogenrezeptor- 
modulator, 2) Androgenrezeptormodulator, 3) Retinoid rezeptormodulator, 
4) Zytotoxikum. 5) antiproliferatives Mittel, 6) Prenyl-Proteintransferase- 
inhibitoren, 7) HMG-CoA-Reduktase-lnhibltoren, 8) HlV-Protease- 
Inhibitoren, 9) Reverse-Transkriptase-lnhlbitoren, 10) 
Wachstumsfaktorrezeptor-lnhibitoren sowie 1 1) Angiogenese-lnliibitoren 
verabreicht wird. 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung von 
erflndungsgemaGen festen Formen von anti-EGFR-Antlk6rpern in 
prazipitierter, wiederaufgeloster oder suspendlerter Form zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, 

25 wobei eine therapeutisch wirksame Menge einer erfindungsgemaSen 

festen Form in prazipitierter, wiederaufgeloster oder suspendierter Form in 
Kombination mit Radiotherapie und einer Verbindung aus der Gruppe 1) 
Ostrogenrezeptomnodulator, 2) Androgenrezeptormodulator. 3) Relinoid- 

2Q rezeptormodulator, 4) Zytotoxikum, 5) antiproliferatives Mittel, 6) Prenyl- 

Protelntransferaseinhibltoren, 7) HMG-CoA-Reduktase-lnhibitoren, 8) HIV- 
Protease-fnhibltoren, 9) Reverse-TranskrIptase-lnhlbltoren, 10) 
Wachstumsfaktorrezeptor-lnhlbitoren sowie 11) Angiogenese-lnhibitoren 
verabreicht wIrd. 
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Die erfindungsgemaSen Arzneimittel konnen so auch gemeinsam mit 
anderen gut bekannten Therapeutika, die aufgrund ihrer jeweillgen 
Eignung fQr das behandelte Leiden ausgewalnit werden» verabreicht 
warden. So w^ace.n zum. Beispiel bei-KnGGhenleiden Kombina^^^ 
gCinstig. die antiresorptiv wirkende Bispliosphonate, wie Alendronat und 
Risedronat, Integrinblocker (wie sle weiter unten definiert werden), wie 
av(33-Antagonisten, bei der Hormontherapie verwendetete konjugierte 
Ostrogene wie Prempro®, Premarin® und Endometrion®; selektive 
10 Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs) wie Raloxifen, Droloxifen, CP- 
336,156 (Pfizer) und Lasofoxifen, Kathepsin-K-lnhibitoren und ATP- 
Protonenpumpeninliibitoren enthalten. 

Die vorliegenden Arzneimittel eignen sicli auch zur Kombination mit 
bekannten Antikrebsmitteln. Zu diesen bekannten Antikrebsmittein zahlen 
die folgenden: Ostrogenrezeptormodulatoren, Androgenrezeptor- 
modulatoren, Retinoid rezeptormodulatoren, Zytotoxika, antiproliferative 
Mittel, Prenyl-Proteintransferaseinhibitoren, HMG-CoA-Reduktase- 
Inhibitoren, HlV-Protease-lnhibitoren, Reverse-TranskrIptase-lnhibitoren, 
Wachstumsfaktor-Inhibitoren sowie Angiogeneseinhibitoren, Die 
vorliegenden Verbindungen eignen sich insbesondere zur gemeinsamen 
Anwendung mit Radiotherapie. 

„Ostrogenrezeptormodulatoren" bezieht sich auf Verbindungen, die die 
25 Bindung von Ostrogen an den Rezeptor storen oder diese hemmen, und 
zwar unabhangig davon. wie dies geschieht. Zu den 
Ostrogenrezeptormodulatoren zahlen zum Beispiel Tamoxifen, Raloxifen, 
Idoxifen. LY353381, LY 117081, Toremifen, Fulvestrant, 4-[7-(2,2- ^ 
Dimethyl-1-oxopropoxy-4-methyl-2-[4-[2-(1- piperidinyl)ethoxy]phenyi3-2H- 
1 -benzopyran-3-yl]phenyl-2,2-dimethylpropanoat» 4.4 - 
Dihydroxybenzophenon-2,4-dinitrophenylhydrazon und SH646, was jedoch 
kelne Einschrankung darstellen soil. 

,AndrogenrezeptormoduIatoren" bezieht sich auf Verbindungen, die die 
Bindung von Androgenen an den Rezeptor storen oder diese hemmen, 
und zwar unabhangig davon, wie dies geschieht. Zu den 
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Androgenrezeptormodulatoren zahlen zum Beispiel Finasterid und andere 
5a-Reduktase-lnhibitoren, Nilutamid, Flutamid, Bicalutamid. Liarozol und 
Abirateron-acetat. 

„Retinoidrez.e.pto.r.rnaduJatoren." bez-ieht sieh auf VeTbindtrngen, die die BTn- 

5 ' 

dung von Retinoiden an den Rezeptor storen oderdiese hemmen, und 
zwar unabhangig davon. wie dies geschieht. Zu solchen Retinoidrezeptor- 
modulatoren zahien zum Beispiel Bexaroten, Tretinoin, 13-cis-Retinsaure, 
9-cis-Retinsaure, a-Difluormethylornithin, ILX23-7553, trans-N-(4-Hydroxy- 
10 phenyl)retinamid und N-4-Carboxyphenylretinamid. 

„Zytotoxil<a" bezieht sich auf Verbindungen, die in erster Linie durch direkte 
Einwirkung auf die Zelifunktion zum Zelltod fuiiren oder die die Zellmyose 
liemmen oderdiese storen, darunter Alkylierungsmittel, Tumornekrose- 
faktoren, interkaliernde Mittel, Mikrotubuiin-lnhibitoren und 
Topoisomerase-lnhlbitoren. 

Zu den Zytotoxika zahlen zum Beispiel Tirapazimin, Sertenef, Cachectin. 
Ifosfamid. Tasonermin, Lonidamin, Carboplatin, Altretamin, Prednimustin, 
Dibromdulcit, Ranimustin, Fotemustfn, Nedaplatin, Oxaliplatin, 

20 

Temozolomid, Heptaplatin, Estramustin, Improsulfan-tosylat, Trofosfamid, 
Nimustin, Dibrospidium-chlorid, Pumitepa, Lobaplatin, Satraplatin, 
Profiromycin, Cisplatin, Irofulven, Dexifosfamid, cls-Amindlchlor(2- 
methylpyridin)platin, Benzylguanin, Glufosfamid, GPX100, 

25 (trans,trans,trans)-bis-mu-(liexan-1,6-diamin)-mu-[diamin- 

platin(ll)]bis[diamin(chlor)platin(ll)]-tetrachlorid, Diarizidinylspermin, 
Arsentrioxld, 1-(11-DodeGylamino-1 0-hydroxyundecyl)-3,7-dimethylxanthin, 
Zorublcin, Idarubicin, Daunorubicin, Bisantren, Mitoxantron, PiraruBicin, • 

2Q Pinafid, Valrubicin, Amrubicin, Antlneoplaston, 3'-Desammo-3 -morpholino- 
13-desoxo-10-hydroxycarminomycin, Annamycin, Galarubicin, Elinafid. 
MEN 1 0755 und 4-Desmethoxy-3-desamino-3-aziridinyl-4-methylsulfonyl- 
daunorubicin (siehe WO 00/50032), was jedoch keine Einschrankung 
darstellen soIL 

Zu den Mikrotubulin-lnhibitorenn zahlen zum Beispiel PacIitaxel. Vindesin- 
sulfat, 3',4'-Dldeshydro-4'-desoxy-8'-norvincaleukobIastin, Docetaxol, 
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Rhizoxin, Dolastatin, Mivobulin-isethionat, Auristatin, Cemadotin, 
RPR109881, BMS184476, Vinflunin, Cryptophycin, 2,3,4,5,6-pentafluor-N- 
(3-fluor-4-methoxyphenyl)benzolsulfonamid, Anhydrovinblastin, N,N- 
dimethyl-L-vaiyl-L-yalyl^N-metbylTLrva!yJ.-l-^ppolyl-L-praliR4- 
^ TDX258 und BMS1 88797. 

Topoisomerase-lnhibitoren sind zum Beisplel Topotecan, Hycaptamin, 
Irinotecan, Rubitecan, 6-Ethoxypropionyl-3',4'-0-exo-benzylfden- 
chartreusin, 9-Methoxy-N,N-dlmethyl-5-nitropyrazolo[3,4,5-kl]acridin-2- 
10 (6H)propanamin, 1-Amino-9-ethyl-5-fluor-2,3-dihydro-9-hydroxy-4-methyl- 
1 H, 1 2H-benzo[de]pyrano[3',4':b,7]indolizino[1 ,2b]chinolin-1 0, 1 3(9H, 1 5H)- 
dion, Lurtotecan, 7-[2-(N-lsopropyIamino)ethyl]-(20S)camptothecin, 
BNP1350, BNPI1100, BN80915, BN80942, Etoposid-phosphat, Teniposid, 
Sobuzoxan, 2'-Dimethylamino-2'-desoxy-etoposid, GL331, N-[2- 
(Dimethylamino)ethyl]-9-hydroxy-6,6-dirnethyl-6H--pyrido[4,3-b]carbazol-1- 
carboxamld, Asulacrin, (5a,5aB,8aa,9b)-9-[2-[N-[2-(Dimethylamino)ethyi]- 
N-methylannino]ethyl]-5-[4-hydroxy-3,5-dlmethoxyphenyl]-5,5a,6,8,8a,9- 
hexohydrofuro(3',4':6,7)naphtho(2,3-d)-1 ,3-dioxol:6-on, 2,3- 
(Methylendloxy)-5-methyl-7-hydroxy-8-methoxybenzo[c]phenanthridinium, 
6,9-Bis[{2-aminoethyl)amlno]benzo[g]isochinolin-5, 1 0-dion, 5-(3-Amino- 
propylamino)-7, 1 0-dihydroxy-2-(2-hydroxyethylaminomethyl)-6H- 
pyrazolo[4,5,1-de]acridin-6-on, N-[1-[2(Diethylamino)ethylamino]-7- 
25 methoxy-9-oxo-9H-thioxanthen-4-ylmethyl]fonnamld, N-(2-(Dimethyl- 

amino)-ethyl)acridin-4-carboxamid, 6-[[2-(Dimethylamino)-ethyl]amino]-3- 
hydroxy-7H-lndeno[2,1-c]chinolin-7-on und Dimesna. 
Zu den „antiproliferativen Mitteln" zahlen Antisense-RNA- und -DNA- 
Oligonucleotide wie G3139, ODN698, RVASKRAS. GEM231 und 
INX3001 , sovyie Antlmetaboliten wie Enocitabin, Carmofur, Tegafur, 
Pentostatin, Doxifluridin, Trimetrexat. Fludarabin, Capecltabin, Galocitabin, 
Cytarabln-ocfosfat, Fosteabin-Natriumhydrat, Raltitrexed, Paltitrexid, 
Emitefur, TIazofurin, Decitabin, Nolatrexed, Pemetrexed, Nelzarabin, 2'- 
Desoxy-2*-methylidencytidin, 2'-FluormethyIen-2'-desoxycytldin, N-[5-(2,3- 
Dihydrobenzofuryl)sulfonyl]-N'-(3.4-dichlorphenyl)harnstoff, N6-[4-Desoxy- 
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4-(N2-[2(E),4(E)-tetradecadienoyllglycylaminol-L-glycero-B-L-manno- 
heptopyranosyl]adenin, Aplldin, Ecteinascidin, Troxacitabine, 4-[2-Amino- 
4-oxo-4,6,7,8-tetrahydro-3H-pyrimidino[5,4-b][1,4]thiazln-6-yl-(S)-ethyll- 
.2,6-thienoyl-L-glu^i:arnifisaure, Aminopterrn, S-Flarduracil, ATahosTn, 11- 
^ Acetyl-8-(carbamoyloxymethyl)-4-formyl-6-methoxy- 1 4-oxa-1 , 1 1 -dlaza- 

tetracyclo(7.4.1.0.0)-tetradeca-2,4,6-trien-9-ylesslgsaureester, Swainsonin, 
Lometrexol, Dexrazoxan, Methlonlnase, 2'-cyan-2'-desoxy-N4-palmitoyl-1- 
B-D-Arabinofuranosylcytosin und 3-Aminopyridm-2-carboxaldehyd- 
10 thiosemicarbazon. Die „antiproliferativen Mittel" beinhalten auch andere 
monoklonale Antikorper gegen Wachstumsfaktoren als bereits unter den 
.Angiogenese-lnhibitorenn" angefuhrt wurden, wie Trastuzumab, sowie 
Tumorsuppressorgene, wie p53, die (iber rekombinanten virusvermittelten 
Gentransfer abgegeben werden konnen (siehe z.B. US-Patent Nr. 
6,069,134). ErfindungsgemaiSe Arzneinnlttel konnen auch in Kombinatlon 
mit alien weiteren dem Fachmann bekannten therapeutischen AntikOrpern 
Oder im Zusammenhang mit obengenannter Krankheiten geeigneten 
pharmazeutischen Wirkstoffen verabreicht werden. 

20 

Weiterhin kSnnen erflndungsgemaiie feste Formen erfindungsgem§Ber 
Antikorper in prazipitierter, wiederaufgelOster Oder suspendierter Form zur 
Isolierung und zur Untersuchung der Aktivitat oder Expression von EGFR 

25 verwendet werden. AuBerdem eignen sie sich insbesondere zur 
Verwendung in diagnostischen Verfahren zu Erkrankungen im 
Zusammenhang mit unreguiierter oder gestorter EGFR-Aktivitat. Ein 
weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb die Verwendung von 

2Q erfindungsgemaSen festen Formen von anti-EGFR-AntikSrpern in 

prazipitierter, wiederaufgelSster oder suspendierter Form als Aktivatoren 
Oder Inhibltoren von EGFR, besonders bevorzugt als Inhibitoren von 
EGFR. 



35 



Fur diagnostische Zwecke konnen erfindungsgem§ISe Antikorper 
beispielsweise radioaktiv markiert werden. Ein bevorzugtes 
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Markierungsverfahren ist die lodogen-Methode (Fraker et al., 1978). Fur 
diagnostische Zwecke wird der AntikOrper besonders bevorzugt als 
F(ab')2 Fragment verwendet. Dadurch werden hervorragende Ergebnisse 
e.nzlelt, so das.sJ<eiaeHin.tecgaind-SubtFak*ion -notweindigHstSt)lche 

^ Fragmente k8nnen nach bekannten Methoden hergestellt werden (e.g., 

Herlyn et al., 1983). Im Allgemeinen wird ein Pepsin-Verdau in bel saurem 
pH-Wert duchgefQhrt und die Fragmente durch Protein A-Sepliarose™ 
Chromatographie von unverdautem IgG und Fragmenten schwerer Ketten 

10 getrennt. 

Die erfindungsgemaden Prazipitate und/oder Kristalle zelgen bevorzugt 
eine vortellliafte biologlsche Aktivitat. die In Enzym-Assays, wie in den 
.^g Beispielen beschrieben, leicht nachweisbar ist. In derartigen auf Enzymen 
basierenden Assays zeigen und bewirken die erfindungsgemaCen 
AntlkQrper bevorzugt einen inhlbierenden Effekt, der gewohnlich durcli 
ICso-Werte in einem geeigneten Bereich, bevorzugt im mikromolaren 
Bereich und bevorzugter im nanomolaren Bereich dokumentiert wird. 

20 

Nachweismethoden: 

In Bezug auf Nachweismethoden umfasst die vorliegenden Erfindung alle 
dem Fachmann Oder aus der Literatur bekannten Nachweismethoden. 

25 

Kristalline Strukturen lassen sich beispielsweise anhand von 
Beugungsspektren in der Rontgendiffraktionsmessung nachweisen. 
Insbesondere lassen sich kristalline Strukturen erfindungsgemaUer 
2Q Antikorper durch mikroskopische Untersuchungen unter Venwendung von 
Polarisationsfiltern nachweisen. Weitere Nachweismethoden umfassen, 
ohne darauf beschrankt zu sein, elektronenmikroskopische Aufnahmen. 



35 



Nachweise von ProteingroBe, struktureller Integritat, Reinheit oder 
Glykosylierungsmuster der erfindungsgemaSen festen Formen in 
prazipitierter, wiederaufgeloster oder resuspendierter Form umfassen, 
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ohne darauf beschrankt zu sein, SE-HPLC, Peptid-Mapping (Verdau), N- 
terminale Sequenzierung, SDS-Page, Tris-Glycin-Gradient-Gel (nicht- 
reduzierend), FTIR-Methode (Fourier transform infrared spectra), CD 
(circular dichrpisrnX RAMAN Spektnoskopie, KoliJenhydpatfarbun:g-(PA-S- 
^ Methode), Ollgosaccharld-Profiling, Bestimmung der i\/lonosaccharid- 
Zusammensetzung Oder lsoelel<trlsche Fokussierung. 

Die Stabilltat erfindungsgemaBer fester Formen oder Fornr^ulierungen 
10 lasst sich beispielsweise, ohne darauf beschrSnkt zu sein, mitiiilfe von 

Stabilitatsprogrammen bestimmen, z.B. einer Lagerung be! 25°C und 60% 
relatlver Luftfeuchte und bei 40''C und 70% relatlver Luftfeuchte uber 
einen langeren Zeitraum hinweg und Bestimmung der Stabilitat oder 
struktureilen Intergrltatdes Proteins in regelmaSigen intervallen 
beispielsweise durch obengenannte Nachweismethoden (SE-HPLC, FT- 
IR; SDS-PAGE (reduzlerend oder nicht-reduzierend)) nachweisen. 

Nacfiweismethoden zur biologlschen Aktivitat oder Wirksamkeit 
erfindungsgemaSer fester Fomnen in prazipitlerter kristaliner, prazlpitierter 
niclit-kristalllner, gelQster oder suspendierter Form umfassen 
beispielsweise, ohne darauf beschrSnkt zu sein, ELISA, biologlsche 
Zellassays, FTIR oder CD. 



15 



25 
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Nachweismethoden verminderter Aggregationstendenz 
erfindungsgemaBer fester Formen Formen in prSzipitierter kristaliner, 
prazipitierter nicht-kristalliner, geloster oder suspendierter Form urtd damit 
der Moglichkeit hochkonzentrierte Formulierungen herzustellen, der 
Kristall- oder PrazipitatgrQBe umfassen beispielsweise, ohne darauf 
beschrankt zu sein, visuelle Kontrolle, Sub-visible particles Analyse, 
Nephelometrie oder Turbldimetrie, Dynamic Light Scattering 
Characterization. 



36 
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Vor- und nachstehend sind alle Temperaturen in 'C angegeben. In den 
nachfolgenden Beispielen bedeutet "Qbllche Aufarbeitung": Man gibt, falls 
erforderllch, Wasser hinzu und stellt, falls erforderlich, je nach Konstitution 
des EndproduWs ajuf pHrWerte-Zwischen 2 und- l-Q-ein. 



Beispiei 1 : ErfindungsgemaB verwendbare Agenzien und 
Prazipitations- und/oder Kristailisationsbedingungen 

In nachfolgender Aufstellung sind jeweils alle denkbaren, dem 
Fachmann bei<annten Hydrate, verwandten Saize und Derivate der 
genannten Verbindungen umfasst. 

1. Prazipltationreaaenzien: 



1.1 SaIze: 

Z.B. Natriumacetat Trihydrat:, Kaliumchlorid:, Natriumchlorld:, trf- 
Natriumcitrat Dihydrat:, dl-Kaliumhydrogenphosphat:, dl- 
Natriumhydrogenphosphat Dihydrat:, Ammonlumsulfat:, Ammoniumacetat, 
Ammoniumbromid, Ammoniumchlorid, tri-Amnrjonlumcitrat, di- 
Ammoniumhydrogencitrat, Ammoniumdihydrogenphosphat, di- 
*25 Ammonlumhydrogenphosphat, di-Ammoniumtartrat, Citronensaure 
Monohydrat, Imidazol, Kaliumacetat, Kaliumbromid, tri-Kaliumcitrat 
Monohydrat, Kaliumdihydrogenphosphat, Kaliumsulfat, Magnesiumacetat 
Tetrahydrat, Magnesiumbromid Hexahydrat, Magnesiumchlorid 
3Q Hexahydrat, Magnesiumsulfat Heptahydrat, Natriumdihydrogenphosphat 
Monohydrat, Natriumsulfat Decahydrat, Prolln, Succinsaure, Zinkacetat 
Dihydrat, Zinksulfat Heptahydrat 



35 



1.2 Polvmere: 

z.B. Polyethylenglykol (PEG): 
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Cyclodextrine, Dextran, Natriumcarboxymethylcellulose (Na-CMC), 
Poloxamer, Polyacrylsaure, Polyethylenglykolmonomethylether (mPEG), 
Polypropylenglykol (PPG), Polyvinylalkohol (PVA), Polyvinylpyrrolidon 
(PVP) 

1.3 Qraanische LQsunasmittel: 
z.B. Ethanol, Glycerol 



10 2. Hilfsstoffe: 

z.B. VIskositatsandernde Stoffe, Detergenzlen (z.B. Tween®, Solutol® HS 
15, Pluronic®, Cremophor® EL, Avacel® 20, 

Poiyoxyethylensorbitanmonooleat), Reduktionsmittel (Glutathion, 2- 
Mercaptoethanol, Dithiothreitol), Komplexbildner (EDTA, EGTA) 



15 
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3. Puffer: 
Z.B. 

Phosphatpuffer: Na- (oder K-)Phosphat; auch mit Zusatz von 
Isotisierungsmittel (z.B. Na-(oder K-)CI ), moglicher pH ca 6,0 - 8,2 
CItrat-Puffer: Na-Cltrat oder Citronensaure, moglicher pH ca 2,2 6,5;. 
auch mit Zusatz von Isotonlsierungsmittein (z.B. NaCI); auch andere Saize 
sind zur Isotonisierung denkbar. 
Succinat-Puffer: pH ca 4.8 - 6.3 
Acetat-Puffer : Natriumacetat, pH ca 2.5 - 6. 
HIstidin-Puffer: pH ca 6,0 - 7.8 
Glutaminsaure: pH 8,0 bis 10,2 

Glycin (N.N-bis(2-Hydroxyethyl)glycin): pH ca. 8,6 bis 10,6 

Glycinat-Puffer: pH ca 6.5 --7.5 

Imidazol: pH 6,2 bis 7.8 

Kaliumchlorid: pH ca. 1,0 bis 2,2 

Lactat-Puffer: pH ca 3.0 - 6.0 

Maleat-Puifer: pH ca 2.5 - 5,0 

Tartrat-Puffer: pH ca 3.0 - 5.0 
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Tris: pH ca 6.8 - 7.7 
Phosphat-Cltrat-Puffer 

4. pH Bereich: 

Der theoretisch denkbare pH-Wert ist pH 4 - 10, bevorzugt ist pH 5 - 9 



5. Temperaturbereich: 

Der theoretisch denkbare Temperaturbereich ist die Temperatur von -ICC 
1 0 bis 40°C; bevorzugt 0 - 25°C, besonders bevorzugt 4°C und aCC. 



15 



6. Stabiiisatoren: 

6.1 Aminosauren: 

Z.B. Arginin, Ornithin, Lysin, Histidin. Glutaminsaure, Asparaginsaure, 
Isoleucin, Leucin, Alanin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, IVlethionin, 
Serin, Prolin 

6.2 Zucker und Zuckeralkohole: 

z.B. Saccharose, Lactose, Glucose, iVIannose, Maltose, Galactose, 
Fructose, Sorbose, Raffinose, Trehalose, Glucosamin, N- 
l\/lethylg!ucosamin, Galactosamin. Neuramins§ure 



30 



6.3 Antioxidantien: 

z.B. Acetone sodiunn bisulfite, Ascorbinsaure , Ascorbinsaureester, 
Butylhydroxyanisole (BHA). Butylhydroxytoluen (BHT), Cystein, 
Nordlhydroguaiaretlnsaure (NDGA), Monothioglycerol, Sodiumbisulfit, 
Sodlumnietablsulfrt. Tocopherole, Glutathion 



35 



6.4 Konservierunasmittel: 

z.B. m-cresol, Chlorocresol, Phenol. Benzylalcohol, Methylparaben, 
Propylparaben, Butylparaben, Chlorbutanol. Phenylmercurinitrat, 
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Phenylmercuriacetat, Thimersal, Benzalkoniumchlorid, 
Benzethoniumchlorid 

6.5 Cvcjodextrine 

z.B. Hydroxypropyl-p-cyclodextrin, Sulfobutylethyl-p-cyclodextrin, y- 
Cyclodextrin, a-Cyc!odextrin 



6.6 Albumine: 

10 z.B. Humanes Serum Albumin (HSA), Bovines Serum Albumin (BSA) 



6.7 Polvhvdrische Aikohole: 
Z.B. Glycerol. Ethanol, Mannitol 

6.8 Saize: 

z.B. Acetat-Saize (z.B. Natriumacetat), Magnesiumchlorid, Calctumchlorid, 
Tromethamine, EDTA (z.B. Na-EDTA) 

7. Isotonisierunasmltte!: 

Z.B. Natrlumchlorid, Kaliumchlorid, Glucose, Glycerin, Dextrose, 
Sodiumchlorid, Sodlumsulfat 



Beispiel 2: Kristallisation von Erbitux™ mit Ammoniumsulfat 



500pL Protein (20 mg/mL in lOmM Phosphat, pH 8,0) 
3Q 400ijL Puffer (10mM Phosphat, pH 8,0) 

100|jL Prazipitans (gesattigte AmmoniumsulfatlSsung in lOmM Phosphat, 
pH 8,0) 



35 



Die Zugabe der Prazipitationsreagenzien zu der Proteinldsung erfolgt in 
Losung (..batch-Verfahren"). Nach dem Pipetieren soli die Probe durch 
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„Handschutteln" vermischt werden. Das Verfahren kann bei 
Raumtemperatur oder 4°C durchgefQhrt werden. 

Beisoiel 3: Kristallisation von Erbitux™ mit Ethanol 



500|jL Protein (20 mg/mL in lOmlVI Citrat, pH 5,5) 
400pL Puffer (10mM Citrat, pH 5,5) 
10 100}jL Prazipltans (50% (v/v) Ethanol In lOmlVI Citrat, pH 5,5) 



Oder 



-,5 SOOpL Protein (20 mg/mL in ^QmM Citrat, pH 5,5) 

500pL Prazlpitans (50% (v/v) Ethanol in lOmM Citrat, pH 5,5) 

Die Zugabe der Pr§zipitationsreagenzlen zu der Proteinlosung erfolgt in 
Losung („batch-Verfahren"). Nach dem Pipetieren soil die Probe durch 
..HandschQtteln" vermischt werden. Das Verfahren kann bei 
Raumtemperatur oder A^C durchgefQhrt werden. 



^^25 Beispiel 4: Prazipitation von Erbitux™ mit Ammoniumsulfat 

SOOmL Protein (20 mg/mL in 10mM Phosphat, pH 8,0) 

500pL Prazipltans (gesattigte Ammoniumsulfatl6sung In lOmlVI Phosphat, 

30 8.0) 
Oder 

200pL Protein (20 mg/mL In lOmiVI Phosphat, pH 8.0) 

35 



103166 RW-.31 127.doc 



15 



20 



30 



52 



SOOpL Prazipitans (gesattigte Ammoniumsulfatlosung in 10mM Phosphatj 
pH 8.0) 



Oder 



500mL Protein (20 mg/mL In lOnnM Citrat, pH 5,5) 

500jjL Prazipitans (gesattigte Ammonlumsulfetlosung In 10mM Citrat, pH 
5.5) 



Oder 



200pL Protein (20 mg/mL in 10mM Citrat, pH 5,5) 

800pL Prazipitans (gesattigte Ammoniumsulfatlosung in 10mM Citrat, pH 
5,5) 

Die Zugabe der Prazipitationsreagenzlen zu der Proteinlosung erfolgt in 
L5sung („batch-Verfahren''). Nach dem PIpetleren soil die Probe durch 
„HandschQtteln" vermlscht werden. Das Verfahren kann be! 
Raumtemperatur oder 4''C durchgefOhrt werden. 



Beispiel 5: Prazipitation von Erbitux™ mit PEG 



35 



500mL Protein (20 mg/mL in 10mM Phosphat, pH 8,0) 

500|jL Prazipitans (50% (w/v) PEG 4000 in 10mM Phosphat, pH 8.0) 



Oder 



500pL Protein (20 mg/mL In 10mM Citrat, pH 5,5) 

500|jL Prazipitans (50% (w/v) PEG 4000 in 10mM Citrat, pH 5,5) 
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oder 

500|jL Protein (20 mg/mL in 10mM Phosphat, pH 8,0) 

500|jL PrSzigitans .(50% (w/v) P.E.G-.800a-in. 1-OmM Phosphat, -pH &.-o)- 

5 

Oder 



t 



SOOpL Protein (20 mg/mL in 10mM Citrat, pH 5,5) 
10 500|jL Prazipitans (50% (w/v) PEG 8000 in 10mM Citrat, pH 5,5) 



15 



Die Zugabe der Prazipitationsreagenzien zu der Proteinlosung erfolgt in 
L6sung („batch-Verfahren"). Nacli dem Pipetieren soil die Probe durch 
„Handscliutteln" vermisctit werden. Das Verfafiren kann bei 
Raumtemperatur oder 4''C durchgefQhrt werden. 



Beispiel 6: mikroskoplsche Untersuchung der Kristallform 

20 

Die in den Beispielen 1 und 2 erhaltenen Kristalle wurden mikroskopisch 
untersuclit. Dabei konnte sowohl die fDr Kristalle typische 
_ doppelbreclienden Eigenscliaften als auch die fOr Proteine typische 

^^25 Anfarbbarkeit mit Coomassie Brilliant Blue detektiert werden. 
Es wurden Kristalle von ca. 50-200 pm GroSe gefunden. 

3Q Beispiel 7: Untersuchung auf Nativitat der Prazipitate 

Die in den Beispielen 4 und 5 erhaltenen Prazipitate wurden re-dispergiert 
und FT-IR-spektrometrisch untersucht. Dabei waren die Amid 1-2. 
Ableitung-Spektren des Ausgangsmaterials vor Prazipltation als auch des 

35 

re-dispergierten PrSzipitafs kongruent. 
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Beispiel 8: Durchfuhrung der in der WO02072636 beschriebenen 
Methode zur KristalHsation 

Zur OberprOfung der Ergebniss^ de.r Ea.ten.t-Anmelduing-WO0207-2636- 
wurde In einem Kontrollexperiment, wie in der WO02072636 beschrieben, 
zuerst versucht, mittels des Wizard l-Screens Krlstalle zu erhalten, die 
anschlieSend als Seed-Kristall verwendet werden kdnnen. Es wurden zwar 
bei den Prazipitationsbedingungen unter Verwendung von Caldumchlorid 
1 0 Oder Calciumacetat nadelformige Kristalle erhalten, die allerdings ebenso 
in Citratpufferlosung bhne Protein entstanden. Somit werden mit dem in 
der WO02072636 bescliriebenen Verfaliren sowolil aus der Proteinlosung 
als aucli aus der Negativl^ontroile (oline Protein) die bescliriebenen 
nadelformigen Kristalle erhalten werden. Daraus wird deutlich, dass es 
sich hier vermutlich allenfalls um ProtelneinschlQsse in Kristalle des 
Prazipitionsreagenzes handelt. 



20 
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Patentanspriiche 

1 . Feste Form eines anti-EGFR-Antikorpers und/oder einer seiner 
Varianten und/pder Fragmeote., wejche .durch..Aufl6sen-odeF 
Suspendieren in wassrigem Medium zu blologisch aktivem 
Antikorperprotein fOhrt, erhaltlich durch Ausfailung, des in wassrigem 
Medium gelosten oder suspendlerten Antikerpers und/oder eIner 
seiner Varianten und/oder Fragments mittels eInes 
10 Prazipltationsreagenzes. 



2. Feste Form nacli Ansprucin 1 , dadurch gekennzeichnet, dass als 
Prazipitationsreagenz Saize, Polymere und/oder organische 

^ g Losungsmittel verwendet wird. 

3. Feste Form nach Anspruch 2, dadurch gekennzeiclinet, dass als 
Prazipitationsreagenz Ammoniumsulfat, Natriumacetat, Natriumcitrat, 
Kaliumpliospliat, PEG und/oder Ethanol verwendet wird. 

20 

4. Feste Form nach einem der Anspruche 1-3, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich dabel um ein Prtzipltat handelt. 

|25 5. Feste Form nach einem der Anspruche 1-3, dadurch 

gekennzeichnet, dass es sich dabei um einen Kristall handelt. 



30 



6. Feste Form nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, dass der anti-EGFR-Antikorper monoklonal 
ist und murlner oder humaner Herkunft ist. 



35 



7. 



Feste Form nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet. dass der 
anti-EGFR-Antik5rper murlner Herkunft ist und chimSr oder 
humanlsiert ist. 
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8. Feste Form nach Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet, dass der 
anti-EGFR-Antikorper Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 
(EMD72000) ist. 



9. Verfahren zur Herstellung einer festen Form eines anti-EGFR 
Antikorpers und/oder einer seiner Varianten und/oder Fragmente, 
welche durch Aufl5sen oder Suspendieren in wassrigem l\/ledium zu 

10 biologisch aktivem Antikorperprotein fQhrt, dadurch gekennzeichnet, 

dass der in wassriger Losung geloste oder suspendierte Antikorper 
und/oder eine seiner Varianten und/oder Fragmente durch eln 
Prazipitationsreagenz ausgefallt werden und das Ausfallungsprodukt 
abgetrennt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Prazipitationsreagenz Ammoniumsulfat, PEG und/oder Ethanol 
verwendet wird. 



11, Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Verfahren im "batch"- Format durchgefQhrt wird. 

12. Feste Form gemaS einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 8 als 
lagerstabtles Arzneimittel. 



13. Pharmazeutische Zubereitung enthaltend wenigstens eine feste Form 
nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 8 in prazipitierter 
nicht-kristalliner, prazipitierter kristalliner oder in loslicher oder 
suspendierter Form, sowie gegebenenfalls Trager- und/oder 
Hilfsstoffe und/oder weitere pharmazeutische Wirkstoffe. 



35 
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14. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 13, dadurch 

gekennzeichnet, dass die AntikQrperkonzentration 10 - 200 mg/ml 
betragt. 

^ 15. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 14, dadurch 

gekennzeichnet, dass die AntlkSrperkonzentration 50-150 mg/ml 
betragt. 

10 16. Verwendung einerfesten Form eines anti-EGFR-Antikorpers 

und/oder einer seiner Varianten und/oder Fragmente nach einem 
Oder mehreren der Anspruche 1 bis 8 zur Herstellung eines 
Medikaments, welches den biologisch aktiven Antikorper und/oder 
eine seiner Varianten und/oder Fragmente in prazipitierter nicht- 
kristalllner, prazipitierter kristalllner oder In geldister oder 
suspendlerter Form enthait. 



17. Verwendung nach Anspruch 16 zur Herstellung eines Medikaments 
zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Tumoren und/oder 
Tumormetastasen. 



18. Venwendung nach Anspruch 17, wobel der Tumor aus der Gruppe 
25 ausgewahit ist, bestehend aus Gehirntumor, Tumor des 

Urogenitaltrakts, Tumor des lymphatischen Systems, Magentumor, 
Kehlkopftumor, Monozytenleukamie, Lungenadenokarzinom, 
kleinzelliges Lungenkarzinom, BauchspeicheldrUsenkrebs, 
Glioblastom und Bmstkarzinom. 



35 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft teste Formen von Antikorpern gegen den EGF- 
Rezeptor, insbesondere PrazipitaJ:e..und Knistalle von -monGklonalen- 
Antikorpern gegen den EGF-Rezeptor, besonders bevorzugt von Mab 
C225 (Cetuximab) und Mab h425 (EMD 72000). welche durch Auflfisen 
Oder Suspendieren in wassrigem Medium zu biologisch aktivem 
Antikorperprotein fuliren, erhaltlich durch Ausfailung des in wassrigem 
1 0 Medium gelosten oder suspendierten Antlkorpers und/oder einer seiner 
Varianten und/oder Fragmente mittels eines Prazipitatipnsreagenzes. Die 
Erfindung betrifft weiterhin pharmazmjtische Zubereitungen enthaltend 
wenigstens eine feste Form obengenannter Antikorper in prazipltierter 
nicht-kristalliner, prazipltierter kristalliner oder in losliclier oder 
suspendlerter Form, sowie gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe 
und/oder weitere pharmazeutische Wirkstoffe. sowie ein Verfaliren zur 
Herstellung erfindungsgemalier fester Formen von anti-EGFR-Antikorpern. 
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